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1. TAXONOMIA DEL GÉNERO Streptococcus
Durante los ùltimos 20 anos la taxonomia del género Streptococcus ha sufrido 
numerosas modificaciones debido al avance de las técnicas moleculares. Técnicas como 
la hibridaciôn ADN-ADN y secuenciaciôn del gen que codifica el ARN ribosômico 16S 
(16S ADNr) han permitido delimitar diferencias entre géneros y especies bacterianas ya 
existentes (Facklam, 2002a).
Inicialmente, en 1903 Shottmuller diferenciô cepas del género Streptococcus en 
funciôn de la capacidad para producir hemôlisis en los medios de cultivo de agar sangre 
(Figura 1). Rebecca Lancefield en 1933, clasificô las cepas p-hemoliticas en serogrupos 
(grupos Lancefield) basândose en las diferencias antigénicas de los hidratos de carbono 
de la pared celular de Streptococcus, analizadas mediante técnicas de precipitaciôn 
capilar.
En 1937 Sherman propu so la divisiôn del género Streptococcus en cuatro 
grupos, en funciôn de la capacidad de hemôlisis, el serogrupo y el anâlisis fenotipico: 
divisiôn piogénica, viridans, lâctica y enterococos.
Divisiôn piogénica: Constituida por los estreptococos (3-hemoliticos y los grupos de 
Lancefield A, B, C, E, F y G. Esta divisiôn no difiere de la actual.
Divisiôn viridans: Constituida por estreptococos con hemôlisis a  y y. No crecen a 10°C 
y no toleran valores elevados de pH ni cloruro sôdico. Esta divisiôn se corresponde 
con el actual grupo viridans formado por un numéro mayor de especies.
Divisiôn lâctica : Reclasificada en 1980 como género Lactococcus.
Divisiôn de enterococos: Poseen capacidad para crecer en medios con pHs elevados y 
concentraciones altas de cloruro sôdico, asf como un amplio rango de temperatura de 
crecimiento 10-45°C. Actualmente denominado género Enterococcus (Facklam, 2002a).
i r N l K U D U U U l U I N
Las caracteristicas fisiologicas como son el tamano de la colonia, la hemôlisis y 
el serogrupo no son suficientes para la identificaciôn de los estreptococos. Por todo ello, 
una de las herramientas mas aplicadas para la revisiôn del si sterna de clasificacion del 
género Streptococcus ha sido la secuenciaciôn del gen 16S ADNr (Facklam, 2002a).
En la actualidad mediante la taxonomia polifasica (fenotipica y molecular) se 
han descrito hasta 75 especies del género Streptococcus (J.P.Euzeby: List o f Prokariotic 
names with standing in nomenclature).
1.1. Estreptococos p-hemoliticos
Se denominan estreptococos p-hemoliticos a las especies que son capaces de 
hemolizar totalmente la sangre incluida en los medios de cultivo (Figura I). 
Actualmente integran este grupo 12 especies (Facklam, 2002a). Estos estreptococos se 
clasifican en funciôn del grupo de Lancefield como se muestra en la Figura 1.
Figura 1. En el lado izquierdo de la imagen se m uestra la P-hem ôlisis en agar sangre de un 
estreptococo. En la derecha se observa la diferencia entre un estreptococo P-hem olitico 
(hem ôlisis total), a-hem olitico (hem ôlisis parcial) y y-hem olitico (no hem olitico).
-9.
INTRODUCCION I
Tabla 1. Especies descritas de estreptococos P-hemoliticos, grupos de Lancefield que presentan 
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"^Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae no es P-hemelitice pere esta incluido per razones taxenômicas.
El grupo anginosus inciuye tres especies: S. anginosus, S. constellatus y S. intermedius.
+: sensible a bacitracina; resistente a bacitracina.
I INTRODUCCION
Grupo A: S. pyogenes es la unica especie que posee este grupo. Se considéra 
una de las bacterias mas patogenas del género Streptococcus, Produce una amplia 
variedad de cuadros clinicos, desde faringitis hasta distintos tipos de enfermedades 
invasivas graves (Facklam, 2002a).
Grupo B: Este grupo se présenta en S . agalactiae, cuyo principal reservorio es 
el tracto gastrointestinal distal de humanos. En mujeres es frecuente la colonizaciôn 
vaginal, situando a este patôgeno como el principal causante de sepsis neonatal. 
Ademâs de en recién nacidos, causa infecciones en embarazadas y adultos con 
enfermedades de base (diabetes, cancer y VIH).
En adultos puede producir diversas enfermedades como: bacteriemia, 
endocarditis, infecciones de piel y tejidos blandos, neumonia y osteomielitis (Facklam, 
2002a; Ruof, 2003).
Grupos C y G: Las especies que presentan estos grupos de Lancefield (Tabla 1) 
han sido consideradas durante muchos anos patogenos animales. A partir de 1980 
aparecen las primeras descripciones de casos de infecciones en humanos y comienzan a 
ser consideradas como posibles patogenos humanos (Efstratiou, 2000).
Los principales reservorios de los grupos C y G de Lancefield son los animales, 
aunque también forman parte de la flora humana. Las infecciones humanas producidas 
por estos microorganismos son poco frecuentes, pero el origen de la infecciôn suele 
estar asociado con el contacto con animales domésticos o la ingestion de alimentos 




S. pyogenes es un estreptococo P-hemolitico que pertenece al grupo A de 
Lancefield (SGA). Es considerada una de las bacterias patogenas mas importantes en 
humanos (Facklam, 2002a).
SGA es un coco gram positivo con forma esférica u ovoide de diametro 0,6-1 
pm que se agrupa en parejas o cadenas. El microorganismo es inmovil, no forma 
esporas, catalasa negativo, oxidasa negativo, sensible a bacitracina y anaerobic 
facultative (Bisno, 2005a). Crece en un medio suplementado con agar sangre ovina, 
formando colonias de color blanquecino a grisaceo rodeadas por una zona de compléta 
hemôlisis (p-hemôlisis). El tamano de las colonias suele ser de 1 -2 mm de diâmetro y 
en ocasiones pueden presentar aspecto mucoide.
Como identificaciôn presuntiva de SGA se utiliza la sensibilidad a bacitracina y 
la actividad pirrolidonil aminopeptidasa (enzima producida por S. pyogenes pero no por 
otros estreptococos (3-hemoliticos) siendo S. pyogenes el ùnico estreptococo (3- 
hemolftico positivo a ambas pruebas (Facklam, 2002a; Ruoff, 2003).
No obstante, cabe mencionar que esta uniformidad del grupo A de Lancefield 
frente a la susceptibilidad a bacitracina se ha modiflcado en los ùltimos anos, 
apareciendo en Espana y otros paises cepas resistentes a este antibiôtico (Perez-Trallero, 
2004), por lo que esta prueba no debe considerarse excluyente.
I
2.1. Principales antigenos de S. pyogenes
2.1.1. Grupo de Lancefield
El grupo de Lancefield descrito por esta autora en 1933, lo détermina el tipo de 
polisâcarido présente en la pared celular de los estreptococos. Estos polisacâridos 
poseen diferencias inmunolôgicas que permiten clasificar a los estreptococos en 
diferentes grupos: A, B, C, D, F y G, entre otros. Streptococcus pyogenes posee el
JIM KUDU(JCIUIN
hidrato de carbono especiTico del grupo A compuesto por N-acetil-p-D-glucosamina 
unido a un esqueleto de ramnosa (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la pared celular del estreptococo del grupo A y sus principales 
antigenos.
La detecciôn se realiza mediante métodos serolôgicos (técnica de precipitaciôn 
por capilaridad) con antisueros tipo especificos frente a estos antigenos (Cunningham, 
2000).
2.1.2. Proteina M
La proteina M es el mayor factor de virulencia de SGA, se ancla a la membrana 
celular y présenta variaciôn antigénica. Esta caracteristica se utiliza para dividir a S. 
pyogenes en diferentes serotipos (Fischetti, 1989).
Este antigeno de superficie permite que SGA évité la fagocitosis y sobreviva en 
el huésped (Facklam, 2002a). La proteina M impide la fagocitosis del estreptococo 
mediante la uniôn selectiva al factor H (proteina control del complemento) y al 
fibrinôgeno inactivando la cascada del complemento (Cunningham, 2000; Musser, 
1997).
INTRODUCCION
2.I.2.I. Estructura de la proteina M
La proteina M es un dimero estable de 50-60 nm de longitud, constituido por dos 
cadenas de hélice alfa enrolladas sobre si mismas en espiral, a modo de cuerda y unidas 
a la membrana celular por el extremo carboxilo terminal (Efstratiou, 2000; Fischetti, 
1989). La estructura primaria de la proteina esta constituida por repeticiones en tandem 
de siete aminoâcidos (a-b-c-d-e-f-g). Los residuos en posiciones a y d son hidrofôbicos 
mientras que el resto de los residuos permiten el giro de la proteina sobre si misma, a 
modo de espiral, adoptando la configuraciôn en hélice alfa. La molécula M se ha 
dividido en 4 regiones distintas en funciôn de la secuencia de aminoâcidos que se repite. 
En el extremo amino se encuentra el bloque A mientras que en el carboxilo el bloque D. 
En la Figura 3 se muestra la estructura primaria de la proteina (Fischetti, 1989).
La proteina M présenta un tamano variable (41-80 kDa) en funciôn del numéro 
de repeticiones de aminoâcidos de los bloques A y B (Cunningham, 2000).
Como se ha mencionado anteriormente, el extremo carboxilo de la proteina M se 
encuentra unido a la membrana celular mientras que la region N- terminal se extiende 
hacia fuera de la pared del estreptococo (Figura 4). El extremo carboxilo estâ bastante 
conservado ya que las diferentes proteinas M de S. pyogenes comparten una homologia 
de mâs de un 98%. Sin embargo, el extremo amino terminal es una regiôn hipervariable 
caracteristica de cada serotipo M. Esta regiôn N-terminal estâ constituida por una 
secuencia no helicoidal de 11 aminoâcidos y el bloque de repeticiones A.
El segmente amino terminal juega un papel importante en la actividad biolôgica 
de la molécula, ya que el sistema inmune produce anticuerpos frente a esta regiôn 
hipervariable facilitando la fagocitosis del estreptococo. Este hecho implica que los 
anticuerpos producidos ante una infecciôn estreptocôcica son especificos del serotipo, y 
no van a protéger al hospedador ante futuras infecciones estreptocôcicas causadas por 
diferentes serotipos M (Fischetti, 1989). Esto supone un problema a la hora de 
désarroi lar una vacuna contra esta regiôn, y a que sôlo protegen contra un tipo de 
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Figura 4. Modelo propuesto para la proteîna M6 basado en la secuencia y datos estructurales. 
La region rica en prolina y glicina esta localizada dentro del peptidoglicano. Se indican las 
diferentes regiones que contienen los epftopos conservados, variables e hipervariables en los 
serotipos M heterôlogos.
I INTRODICCION
2.1.2.2. Clasiflcacion de la proteina M
Las protemas M han sido divididas en clase I y clase II, esta division esta basada 
en su reacciôn con los anticuerpos trente a la region de repeticion C. Las protemas de 
clase I contienen un epitopo expuesto a la superficie en todos los estreptococos que 
reacciona con los anticuerpos trente a la region de repeticion C mi entras que las 
protemas de clase II no contienen este epitopo y no reaccionan ante estos anticuerpos. 
Ademas los serotipos de protemas de clase I presentan un factor de opacidad negative 
mientras que las de clase II son factor de opacidad positive (Cunningham, 2000).
2.1.2.3. Identificacion de la protema M y el gen emm
La protema M comenzo a identificarse serologicamente mediante una prueba de 
precipitacion capilar, originalmente introducida per Lancefield, en la que se usaban 
antisueros tipo-especlficos. La produccion de estos antisueros tipo-especfficos M se 
realiza en algunos laboratories internacionales de referencia, debido a que su 
produccion es costosa y laboriosa.
El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido secuenciar el gen emm 
que codifica la protema M y actualmente es el método mas utilizado en los laboratories 
para la identificacion del serotipo M.
La secuenciacion del gen emm permite la genotipificacion de la mayorla de 
aislamientos no serotipables (Efstratiou, 2000; Facklam, 1999). Este método consiste en 
la secuenciacion de 160 pb a 660 pb de la region terminal 5' del gen emm. Esta region 
es altamente heterogénea y codifica para la especificidad de serotipo, considerândose 
que dos aislados comparten el mismo serotipo si su identidad es > 95% para las 
primeras 160 pb del extremo 5'(Facklam, 1999). En un mismo serotipo se pueden 
observar leves alteraciones en su secuencia, permitiendo una clasificaciôn en subtipos. 
La informaciôn de estos subtipos permite incrementar la especificidad de la informaciôn 
epidemiolôgica (Li, 2003).
Hasta el momento se han descrito 124 secuencias del gen emm (Facklam, 2002b) 
en la base de datos del Centers for Disease Control and Prevention (CDC) en Atlanta 
(ftp://ftp.cdc.gov/pub/infectious_diseases/biotech/tsemm/) y 832 secuencias si se
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consideran los diferentes alelos encontrados para cada serotipo. Este numéro continua 
aumentando a medida que se identifican secuencias nuevas.
En un principio una secuencia nueva es designada como secuencia tipo (ST) 
hasta que es confirmada y numerada como emm mediante consenso de los diferentes 
Laboratories de Referencia de Estreptococos (Facklam, 1999). En la base de datos del 
CDC (agosto 2009) hay 104 secuencias tipo pendientes de asignar como nuevos genes 
emm.
Esta diversidad de secuencias emm se debe a amplias repeticiones a nivel del 
ADN que se traducen en diferentes tamanos de protemas M (Cunningham, 2000).
2.1.3. La proteina T
La proteina T es otro antigeno de la pared celular présente en SGA y otros 
estreptococos, excepto en los grupos C y G (Cunningham, 2000). Es una proteina de 
funciôn desconocida que constituye la base de los ensayos de aglutinaciôn por 
serologia, se han identificado 25 serotipos T diferentes (Cunningham, 2000; Jones, 
1991).
El tipado de la proteina T es importante en la investigacion epidemiolôgica de 
los aislados de S. pyogenes. Determinados tipos M y emm se asocian con determinados 
tipos T. Por otro lado, cepas con una misma secuencia emm presentan marcadas 
diferencias en los serotipos T, hecho que se correlaciona con diferentes tipos clonales 
que podrian tener importancia en la patogenicidad de SGA (Johnson, 2006). Las 
correlaciones descritas entre la proteina M, gen emm y la proteina T se muestra en la 
tabla 2.
La correlaciôn entre la proteina T y la secuencia del gen emm permite el estudio 
de la diversidad de las cepas de SGA (Cunningham, 2000).
I
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Tabla 2. Correlaciôn entre los tipos MIemm, SO¥/sof y T para aislados de SGA.
La columna “ tipo M ” indica los serotipos oflcialmente confîrmados como proteina tipo M, 
incluye desde el tipo Ml-93. La columna “ tipo emm ” indica las secuencias del gen emm 
oflcialmente confirmadas. La columna “ patrôn de aglutinaciôn ” indica los tipos T observados 
para cada tipo MIemm , entre paréntesis aparece el numéro de aislados con este patrôn T. En los 
casos en los que multiples patrones T se encuentran dentro de un mismo tipo Miemm, los 
patrones considerados como claramente distintos estân separados por punto y coma. Los 
patrones relacionados se separan por barras inclinadas, seguidos por el numéro acumulativo de 
aislados con estos patrones. Los patrones T que no poseen ningùn numéro entre paréntesis 
indican una observaciôn individual o un numéro pequeno de observaciones. NT indica proteina 
T no tipable mediante serologia; Mise (miscelânea) indica patrones T incompletamente 
identificados o confirm ados. Los patrones T obtenidos con cepas de referencia para cada tipo M 
y emm se indican en negrita y subray ados.
Abreviaturas: NA, no aplicable; N, negativo; P, positive; ND, no realizado. “ se usa en la columna n° 
de aislados, para tipos M previamente designados y que presentan la misma secuencia emm ( 27L/77, 
38/40,44/61, 50/62 y 65/69).
T ÿ o 1 ^ 0 SOF Gm n* de
M enuit so f aislados
1 1 N N 4107
2 2 P P 742
3 3 N N 2171
4 4 P P 1543
5 5 N N 616
6 6 N N 1412
7 NA NA NA 0
8 8 P P 18
9 9 P P 142
10 NA NA NA 0
11 11 P P 339
12 12 N P 2585
13 13 P P 4
14 14 N N 13
15 15 N N 4
16 NA NA NA 0
17 17 N ND 0
18 18 N N 456
19 19 N N 9
20 NA NA NA 0
21 NA NA NA 0
22 22 P P 681
P atrm  ilr a^ id u ad m i T
1 (3.979); NT (110); 1/3/13/B3264 (18)
2 (528); 2/28 (146); 8/25/Xinpl9 (56); NT (12)
3/13 B3264 (1,959); NT (202); 1 (10)
4 (1,478); NT (30); 8/25/Impl9 (16); 4/28 (14); 3/13 (5) 
5/27/44 (442); NT (166); 11/12 (8)
6 (1,283); NT (129)
M-7 uo existe Estreptococo de! griq>o C.
«/2S/ïm»1Q (15); T14 (2); NT (1)
9 (97); 14 (20); 5/9 (17); 9 3 B3264 (3); NT (4); 11/12 
M-10 no existe, l ^ a l  que M-12.
11,11/12 (311); NT (26); 28 (2)
U , 11/12 (2,396); NT (189)
3/13/B3264 (4)
14 (6); NT (5); 11(2)
3T3/B3264 (3); 8/25 (1); 23, 23/8/14
M-16 no existe. Pertencce al gnq>o O de estreptococos.
23, 23/8/14
M (127); NT (192); 8/Bnpl9/27 (125); 14 (7); 8/25, 
5/27/44,23 (5);
23 (7); NT (2); 9/18
M 20 no existe. Qnipo C de estreptococos.
M-21 uo existe. Qnq>o C de estreptococos.
12 (391); 12/3/13/B3264,13/B3264 (219); 11/12 (50); 










ablados Patr&m de aÿnduadôn T
23 23 N ND 2 li .N T
24 24 N ND 6 1(4); NT (2)
25 25 P P 38 8/25/IMD19 r20k NT (9k 1 (5k 14 (3k 11/12
26 26 N ND 4 NI (4)
27G 270 P P 26 5/27/44 (26k NT
27L 271/77 P P - 5/27/44 (ver «w«-77)
28 28 P P 1412 28. 4 28 (1.329); NT (35); 11 28.12 28.8/28 (37);
3T3/B3264 (9); 4
29 29 N N 22 28.4/28 (13); NT (9)
30 30 N N 2 23, N !
31 31 N N 28 8/25/Inipl9(14);NT(14)
32 32 N N 9 9 (7); NT (2k 8/14/23
33 33 N N 72 3/13/B3264 (60); NT (8): 8/25 (4)
34 34 N N 2 28, 3 13/28, NT
35 NA NA NA 0 M-35 uo existe. Igual que M-49
36 36 N N 3 NT, 8/12
37 37 N N 0 m
38 3840 N N - NT (ver mw-40)
39 39 N N 6 3/13/B3264(6);NT
40 3840 N N 1 NT (ver emm-iS)
41 41 N N 95 3/13/B3264 (78); NT (17); Mise (4)
42 42 N N 6 3/13/B3264 (61
43 43 N N 88 3/U/B32é4 (68); NT (18); Mise (2)
44 44/61 P P - 5''2?/44 (ver «««-61)
45 NA NA NA 0 M-4S uo existe, lÿual que M-24
46 46 N N 1 4:9
47 47 N N 0 »
48 48 P P 42 4g8 (36); NT (6); Mise (3)
49 49 P P 185 14 (98); NT (56); 8/14/25/Impl9 (18); 3/13/B3264 (9);
12; Mise (3)
50 50/62 N ND - NT (ver «««-62)
51 51 N N 0 l i
52 52 N N 20 3 13 B3264 (15k 14:8/25/Liiol9
53 53 N N 59 3/13/B3264 (39); NT (7): 1 (3); Mise (10)
54 54 N N 28 (3); 3/13/B3264 (2); NT (2); 23
55 55 N N 8 8/25/Im,19(5);NT(3)
56 56 N N 15 NT (9); 3/13/B3264 (2); 3 13 28 (4)
57 57 N N 7 N T (5 );m f;3
58 58 P P 158 8/25 Tuml9 (81); NT (45); 2/28 (18); 2/8/25 (11); 12
(2); 14/25
59 59 P P 41 11/12 (27); NT (11); 14 (2); Mise (1); 14/2S/lmil9
60 60 P P 26 4 (16); 4/28 (6); NT (4)
61 44/61 P P 198 5/27/44 (146); 11/12 (24); NT (21); 8/25/Bnpl9 (7) M
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Tipo T ^o SOF Gen li* de
M emm se f aislados
62
63 63 P P 22
64 64 N N 11
65 65/69 N N -
66 66 P P 44
67 67 N N 3
68 68 P P 34
69 65/69 N N 9
70 70 N N
71 71 N N 14
72 72 N N 0
73 73 P P 165
74 "4 N N 36
75 75 P P 912
76 76 P P 78
77 271/77 P P 505
78 "8 P P 186
79 79 P P 7
80 80 N N r
81 81 P P 71
82 82 P P 202
83 83 N N 77
84 84 P P 0
85 85 P P 32
86 86 N N 4
87 87 P P 94
88 88 P P ?
89 89 P P 518
90 90 P P 4
91 91 N N 6
92 92 P P 98
93 93 N N 4
94 P P 81
95 N N 9
96 P P 5
97 N N 2
98 N N -
99 N N 9
100 N N 20
101 N N 45
102 P P 60
103 P P 30
Patrou de acln(iuad«i T
1(9); 6 (8); NT (4); NCsc (1)
NT (?); 3,3/13/28 (4); 14; 11/12; 8 14 
8/25/fiiMil9 (ver mm-69)
12 13/B3264 (24); 12,11/12 (19); 4 
B3264,3/13; NT; 3/13/28. 28 
3/13^3264 (16); 12. 11 12 (5); 1 (6); 6 (3); 4 (2); NT 
(2)
8/25/Liipl9, 2/25 (3); 3/13/B3264 (3); NT (3) (ver emm- 
65)
28; 3/13
14 (6); NT (5); 3/13,9/3/13/B3264. 5/11 
12 ,12 B3264. 12 3 13, 3 13/B3264 
3/13/B3264 (156); NT (6); Mise (3)
313/B3264 (18); NT (8); 9 (5); 8 (5)
8/25/l»»l> (885); NT (18); 14 (4); 13 (3); 6; 2/8/14 
8/25/Iiupl9 (40); U - H  U. 12/B3264 (30); 22; NT 
3/13/B3264 (209); 28,13/28 (194); 9.9/13/28 (45); NT 
(19); 8/25,8/28 (10); 5/27/44 (8); 2 (7); 11/12 (3); Mise 
(10) (ver emm-27L)
11, 11/12 (158); NT (16); 3/13. 3/13/B3264 5/2“ 44
(10); 5/11/27; 14 25
11/12 (5); 4 (2); 75/Tmnl9
14,14/B3264 (14); 12 (2); 3
3/13/B3264 (37). NT (11); 12 ,12/B3264 (5); 8 (5); 4
(4); 6 (3); 14(2); 23; Mise (3)
5 27/44 (154); NT (32); 3 13 B3264 (11); 11-12 13), 4
(1); 8/25 (1)
3/13/B3264 167); NT QO)
8251m»19
B3264,3/13/B3264 (24); NT (5); 1 (2); 8/25 (1)
313 12); 1/13/27/28 (1); NT 11)
28 (80); NT (8); 11/12 (4); Iinpl9 (1); 6 (1)
NT 13); 28 12); 48  11); 8/9 11)
l i ,  11/12 (314); 3/13/B3264 (115); NT (86); 4; 28; 27
13. 3/13/B3264 13); 1
3/13/B3264 (4); 11/28; 12/28; 5/27/44
8/25/Tiiipl9. Impl9 (86); 3/13/B3264 (5); NT (5); 28 (2)
3/13/B3264 (3): NT
3/1333264 B3264 (77). NT (2); 6; 11
< (5 );f iï(4 )
3 (4); 28
NT (2); 3/13/14
3 (5); 14 B3264. 3 13 14 NT
3 ,3/13/B3264, B3264 (7); NT (2); 14/B3264
28 (8); 6 28 (4); NT (7); 13/B3264
3/13/B3264 (31); 8/25/Impl9 (6); NT (6); 14; 28
3 1333264 (25); NT (18); 11.12.11 12 (12); 14 (2);
Liipl9; 1; 123; 12/25
3/1333264 (23); NT (4); 12 (2); 6
14
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Tipo Tipo SOF Gen n* de
M emm se f aislados
104 P P 9
105 N N 7
106 P P 17
107 P P 2
108 N ND 16
109 P P 13
110 P P 12
111 N N 9
112 P P 26
113 P P 4
114 P P 129
115 N N 13
116 N N 7
117 P P 7
118 P P 38
119 N N 7
120 N N 8
121 N N 4
122 N N 10
123 N N 5
124 P P 9
Patron de a|jhrtiiiadôn T
NT (5); 3/B326I (2); 11/12 (2)
1(3);NT(3);3/B3264
3/1333264/5/27/44 (7); 3/1333264 (4); 5/27/44 (3); 4
(2); 8/9; NT
B E I
28 (3), 8/25 (3), 6 (3); NT (3); 5/27/44 (2); B3264; 13;
14
i  (11); 28 (2)
N I (6); 6 (2); 4 (2); 3/1333264; 12
22 (4); H I  (4); 3/12A4
i ü l  (9), 11 (5). 8, 8/25 (7), NT (5)
11 (3); HI
NT (66); 1111(47); 14 (10); 12 B3264; 5/11; 9; Iiu|»19;
5 ;i
HI(10);Inq»l9;9; 13 
5/27/44 (3k NT (3k 14/25 
11/12,11(4); NT (2)
31333264 (22); NT (S); 6 (4); 12 (2); 4; 5/27/44/3 
NT (4); 14;3/13/B3264;12 
3 (6); 13/14 (2)
3/1333264/14:14/115264:13/14; 13/28 
3 1333264 (8). NT (2)
12 (2); 11; 14; H I
11/12.12 (8); NT______________________________
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2.1.4. El factor de opacidad (SOF)
El 50% de las cepas de SGA poseen la capacidad de producir opacidad del suero 
de algunos mamlferos (caballo) como resultado de la accion de una a-lipoprotefna 
denominada factor de opacidad del suero (SOF). Esta reacciôn de opacidad sérica es 
util en la identificaciôn serolôgica de SGA y a que los anticuerpos frente al factor de 
opacidad son tipo -especiTicos y se correlacionan con el tipo M. Asi la identificaciôn del 
tipo de factor de opacidad mediante test de inhibiciôn permite la determinaciôn del tipo 
M del estreptococo A (Cunningham, 2000; Efstratiou, 2000; Facklam, 1999).
2.2. Productos extracelulares de S, pyogenes
Durante su crecimiento S. pyogenes produce numerosos productos 
extracelulares, entre ellos estân las hemolisinas responsables de la (3-hemôlisis: 
estreptolisina O y S.
La estreptolisina O es producida por la mayoria de las cepas de S. pyogenes y 
es inhibida en presencia de oxigeno. Es responsable de la lisis de los eritrocitos y otras 
células como son los leucocitos y plaquetas, entre otras. En clfnica se utiliza la medida 
de anticuerpos anti- estreptolisina O (ASO) en suero humano como indicador de 
infecciôn estreptocôcica reciente (Bisno, 2005a).
La estreptolisina S se produce en presencia de suero, es e stab le en presencia de 
oxigeno, no présenta capacidad antigénica y posee las mismas propiedades para lisar las 
células que estreptolisina O (Bisno, 2005a).
Otros productos extracelulares pueden facilitar el licuado del pus y la 
diseminaciôn del estreptococo a través de los tejidos tisulares, caracteristicas de la 
celulitis y fascitis necrotizante. Esta capacidad la presentan cuatro enzimas: ADNasas 
(A, B, C y D) que participan en la degradaciôn del âcido desoxirribonucleico; la 
hialuronidasa, que dégrada el âcido hialurônico del tejido conectivo; la 
estreptoquinasa, que estimula la disoluciôn de los coâgulos por conversiôn del
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plasminôgeno a plasmina; y la peptidasa C5a, que corta especiTicamente la 
quimiotaxina Humana C5a en el sitio de union a los polimorfonucleares (PMN).
2.3. Ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas (SPE)
2.3.1. Principales caracteristicas de SPE*
Las ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas (toxinas eritrogénicas) son proteinas 
monoméricas de bajo peso molecular (24.000-28.000 Da). Son relativamente resistentes 
a proteasas y a la desnaturalizaciôn por calor (McCormick, 2001; Papageorgiou, 2000; 
Proft, 2007).
Las ëxotoxinas estreptocôcicas son potentes estimuladores de los linfocitos T y 
presentan homologia con las enterotoxinas estafilocôcicas (Abe, 1991; Rago, 1998). 
Estas toxinas se comportan como superantigenos ya que producen una elevada actividad 
mitôgena sobre determinadas células T sin requérir un procesamiento por parte de las 
células presentadoras de antigeno (CPA) (Cunningham, 2000; Kotb, 1995).
Los superantigenos (SSGA) se unen a los receptores de los linfocitos T (TCR) y 
al complejo mayor de histocompatibilidad de clase 11 (MHC 11 ) expresado en células 
presentadoras de antigeno (células B, monocitos y células dendriticas). A diferencia de 
los antigenos convencionales se sitùan fuera del clâsico lugar de uniôn del antigeno 
como se muestra en la Figura 5. Este tipo de uniôn forma unos complejos trimoleculares 
(TCR-SSGA-MHC 11) que ocasionan una mayor proliferaciôn de linfocitos T no 
especificos que los antigenos normales y la consecuente liberaciôn excesiva de 
citoquinas inflamatorias: interferôn y, interleuquina l(IL-l), lL-6 y factor de necrosis 
tumoral (Figura 6). Los altos niveles sistémicos de estas citoquinas pro inflamatorias 
ocasionan una reacciôn en cadena en la que se produce un dano en la células 
endoteliales, cuya consecuencia es la extravasaciôn de los leucocitos sanguineos a los 
tejidos circundantes y un dano organico (Alouf, 2003; Cunningham, 2000; De Marzi, 
2004; Kotb, 1995; Sriskandan, 2007).
Cada superantigeno tiene una afinidad caracteristica por varios motivos PV 




linfocitos (Figura 5). En humanos se han descrito mas de 24 familias de genes pV, lo 
que puede producir una estimulaciôn de mas del 25 % de la poblaciôn de células T de 
un individuo frente a una activaciôn del 10" -^10'"^  % para los antigenos convencionales 
(Figura 7). Por tanto, el repertorio pV del hospedador podria ser un factor importante en 
el desarrollo de diversos cuadros clinicos como el sindrome de shock tôxico 
estreptocôcico (De Marzi, 2004; Mascini, 2000; Proft, 2007).
S u p e r a n t i g e n oAntigeno Convencional
iïMiïïïïï™ W i ï r T ^ ^
M HC-M
-iJ Super  
^lanti'genQA ntigeno |
Linfocito T
Figura 5. Lugar de union de un antigeno convencional y un superantigeno. Se représenta la 
mem brana celular de un linfocito T y una célula presentadora de antigeno (CPA) con sus 
respectives receptores: TCR y MHC-II.











Figura 6. Interacciôn entre las citoquinas liberadas por el linfocito T y la célula presentadora de 




# # # #
# # # #
# # # #




#  A #
R espuesta  de célula T 
Policlonal
Figura 7. R espuesta de los linfocitos T ante la activaciôn m ediante un antigeno convencional y 
un superantigeno.
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2.3.2. Efectos en el huésped
Los principales efectos producidos en humanos como consecuencia de la 
respuesta ante los superantigenos son los siguientes:
- Efectos pirogénicos producidos como consecuencia de la liberaciôn de 
interleuquina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral a (TNF- a) que actùan a nivel del 
hipotâlamo (Alouf, 2003; Rago, 1998).
- Bloqueo del sistema reticuloendotelial y un consecuente aumento de la 
susceptibilidad del hospedador al shock létal por endotoxinas (Alouf, 2003).
- Inmunosupresiôn de la respuesta celular y  humoral, deleciôn del repertorio de 
linfocitos T, anergia y apoptosis de los linfocitos (Alouf, 2003).
Por tanto, la funciôn primaria de los superantigenos parece ser el debilitamiento 
del hospedador, favoreciéndose el crecimiento y la diseminaciôn del microorganismo 
(Baker, 2004b).
2.3.3. Superantigenos descrites en S. pyogenes
Actualmente en S. pyogenes se han descrito 11 superantigenos, este numéro 
probablemente se incremente en el futuro tras el anâlisis de nuevos genomas de S. 
pyogenes. Estos superantigenos se muestran en Tabla 3 (Maripuu, 2008; Prof, 2007; 
Sriskandan, 2007).
Los genes que codifican las ëxotoxinas pirogénicas pueden encontrarse en el 




Genes de ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas codificados 
cromosômicamente: speG, spe] y smeZ
- Genes de ëxotoxinas pirogénicas asociados con profagos: speA, speC, speU, 
spel, speK/L, speL/M, speM  y ssa.















speA 26 + + 2.L12.2.14.L15.1 -
speC 24,4 + + 11^.2,12.5,15.1 0,1
SpeG 24,6 - + 11,4.1,6.9,9.1,123 -
speH 23,6 + + 2.1,11,9.1,23.1 50
spel 26 - + 6.9,9.1,18.1,22 0,1
speJ 24,6 + + 2.1 0,1
speK/L 27,4 - + 11,5.1,23.1 l
speL/M 26,2 - + 11,5.1,23.1 10
speM 25,3 - -t- 11,5.1,23.1 -
ssa 26,9 - - 1.1,3,15 -
smeZ-1 24,3 - + 2.1,4.1,7.3,8.1 0,08
smeZr2 24,1 + + 4.18.1 0,02
P50 (h): Concentraciôn necesaria para la mitad de la proliferaciôn maxima de linfocitos T humanos En los casos en los 
que no hay datos sobre P50 se indica con un guiôn.
En la columna de estructura cristalina, +: estructura resuelta; estructura no resuelta. La presencia de uniones de zinc 
se indica con + y la ausencia con
Los superantigenos comparten diferentes niveles de identidad en la secuencia, 
desde una homologia del 20% hasta el 90% (Baker, 2004b). Mientras que los estudios 
de cristalizaciôn han demostrado que los superantigenos presentan una estructura 
conservada, actualmente se conoce la estructura de cinco de ellos como se muestra en la 
Tabla 3. La estructura comprende 2 dominios globulares: un dominio N- terminal con 
estructura de barri 1-p y un dominio C-terminal en lâmina-p unidos por una hélice alfa, 
mostrado en la Figura 8 (Baker, 2004a, 2004b; Papageorgiou, 2000; Sriskandan, 2007).
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Figura 8. Izquierda: Estructura de spei. Se observa el dominio N -term inal en la parte derecha y 
el dominio C- term inal en la parte izquierda unidos por hélices alfa (Baker, 2004) Derecha; 
Estructura de Sm eZ-2  m ediante cristalografia (Arcus, 2000).
2.3.3.1. Ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas A y C (speA  y speC)
speA  y speC son las primeras toxinas eritrogénicas descritas en SGA, fueron 
identificadas en 1924 y 1960, respectivamente. Estas toxinas provienen de genes de 
bacteriôfagos que se integran en el cromosoma bacteriano. En la actualidad se han 
descrito cuatro alelos para cada uno de ellos (Alouf, 2003).
El gen speA  se transmite horizontalmente entre los clones por transducciôn 
mediada por bacteriôfagos. Se ha sugerido que la recombinaciôn entre el genoma de 
fagos es un factor importante en la generaciôn de diversidad y diseminaciôn de los 
genes de virulencia como speA  (Mascini, 2000).
speA  posee cuatro alelos: speA \, spe A2, spe A3 y speAA- (Mascini, 1999). Este 
gen se asocia con elevada frecuencia a los serotipos M l, M3 y M6. Por el contrario, no 
aparece asociado con M4 y M l2 (Sriskandan, 1999).
speA  también se ha relacionado con todas las formas de infecciôn invasiva 
estreptocôcica y mas concretamente con el sindrome de shock tôxico (Sriskandan,
1999). Asi en diversos estudios en los que se ha administrado la toxina speA  en
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animales, se han observado los sintomas del sindrome de shock tôxico estreptocôcico 
( fiebre e hipotensiôn entre otros) (Cunningham, 2000).
Clones de SGA con los alelos speKl y speA3 han sido descritos en diversos 
brotes de escarlatina (Mascini, 2000).
En el caso de speC, se han descrito los alelos: speCl, speCl, speC3 y speC4 
(Alouf, 2003).
2.3.3.2. Exotoxina mitogénica estreptocôcica Z (smeZ)
El gen smeZ présenta una elevada variabilidad alélica (24 alelos) y codifica una 
proteina altamente polimôrfica que muestra variaciôn antigénica. Es el superantigeno 
bacteriano mas potente descubierto hasta el momento, en particular la variante alélica 
smeZ-2 (Maripuu, 2008).
smeZ es el estimulo mas importante de la producciôn de citoquinas en S. 
pyogenes, activando células humanas mononucleares (Unnikrishnan, 2002).
La toxina smeZ es 18 veces mas potente que speA produciendo la proliferaciôn 
de linfocitos; y 10 veces mas potente en la capacidad de producir citoquinas (Muller- 
Alouf, 2001). El alto potencial de virulencia de este superantigeno en el sindrome shock 
tôxico estreptocôcico ha sido demostrado en estudios in vitro e in vivo (Maripuu, 2008).
2.3.3.3. Superantigeno estreptocôcico (55a)
El gen ssa se identificô inicialmente en el serotipo M3. Très alelos han sido 
descritos por Musser y cols, para este superantigeno: ssa-\, ssa-2 y ssa-3. ssa esta mas 
relacionado con las enterotoxinas estafilocôcicas A y C que con toxinas estreptocôcicas 
como speA, este hecho puede sugerir una posible transferencia entre géneros (Musser, 
1997).
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2.3.2.4. Exotoxina pirogénica estreptocôcica J {speJ)
La toxina spe3 présenta un similaridad del 47,1% con respecto a speC. La 
consecuencia es que epftopos de spe] presentan reacciones cruzadas con epftopos de 
speC, Este hecho sugiere que personas inmunes a speC pueden serlo a spe]. Se ha 
sugerido que spe] podria tener un papel crucial en el sindrome de shock tôxico 
estreptocôcico y otras enfermedades estreptocôcicas agudas (McCormick, 2001; Proft, 
2001 ).
2.3.3.5. Ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas H e I {speU y spel)
La toxina speW al igual que ssa esta mas relacionada con las enterotoxinas 
estafilocôcicas que con las estreptocôcicas.
Los genes speW y spe\ pueden aparecer juntos en el mismo bacteriôfago o 
separados. Las sugerencias propuestas para explicar la separaciôn de spe\\ e I son la 
pérdida de spe\ durante la integraciôn en el genoma o la existencia de otro fago que sôlo 
posee speH (Commons, 2008).
spe\, al igual que spe], se piensa que puede presentar un papel crucial en el 
sindrome de shock tôxico y otras enfermedades estreptocôcicas agudas (Proft, 2001).
2.3.3.Ô. La cistefna proteasa {speW) y el factor mitogénico {spe¥)
En un principio, speB y spe¥ fueron consideradas dentro de la lista de 
superantigenos estreptocôcicos. Estas proteinas no estân genéticamente ni 
estructuralmente relacionadas con los superantigenos estreptocôcicos y ademâs poseen 
actividad enzimâtica. Su actividad como superantigenos es controvertida y en la 
actual idad parece ampliamente aceptado que no son superantigenos (Alouf, 2003; 
Lintges, 2007; Sriskandan, 1999).
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speB es una cistema proteasa identificada en 1934 y codificada en un gen 
cromosômico bien conservado en SGA (Cunningham, 2000; Musser, 1997). El gen 
speB lo poseen la mayoria de las cepas de SGA y présenta variaciôn alélica debida a la 
acumulaciôn de mutaciones puntuales (Chiang-Ni, 2008; Mascini, 2000).
Esta cisteina proteasa se sécréta como zimôgeno y se convierte en enzima activa 
mediante escisiôn proteolitica (Cunningham, 2000). Las principales funciones de speB 
son cortar diversos componentes celulares: matriz extracelular del hospedador, 
inmunoglobulinas , componentes del complemento, adesinas de la superficie de SGA 
(proteina M y proteina El), peptidasa C5a y varias proteinas de secreciôn (Chiang-Ni, 
2008).
La degradaciôn de estos componentes celulares ocasiona un dano en los tejidos 
del hospedador. Este hecho soporta la hipôtesis de que spe¥] es importante en la 
patogénesis de la enfemnedad invasiva estreptocôcica. Diversos estudios indican que 
speB promueve la resistencia a la fagocitosis y la diseminaciôn a los ôrganos, asi como 
la supervivencia extracelular de SGA (Chiang-Ni, 2008; Cunningham, 2000).
Altos niveles de proteasa han sido asociados con sintomas agudos como STSS, 
necrosis de tejidos blandos y mortal idad. Por otro lado, en otros estudios se ha 
observado una relaciôn inversa entre la gravedad de la enfermedad y la expresiôn de 
speB en aislados ML Estos resultados controvertidos sugieren que la gravedad de las 
infecciones producidas por SGA no dependen de un factor de virulencia como speB 
(Chiang-Ni, 2008).
En cuanto a la toxina spe¥, comentar que es codificada por un gen cromosômico. 
La disrupciôn del gen spe¥ ha demostrado que no contribuye significativamente a la 
actividad superantigénica de SGA al compararla con otros superantigenos. speV 
comparte epitopos idénticos con ADNasaB (Eriksson, 1999; Sriskandan, 2000).
I
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2.3.3.7. Ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas speKfL, speh/M y speM
speKJL, speLIM y speM son los genes de superantigenos descritos mas 
recientemente tras analizar diferentes genomas de SGA. La nomenclatura con respecto a 
estos tres genes es bastante confusa.
El gen speL fue identificado en Japon en una cepa con serotipo M3 en 2002. Ese 
mismo ano en EEUU, se analizo el genoma completo de S. pyogenes M3, identificando 
el mismo gen que fue denominado speK. Nombre que previamente habia sido asignado 
a un pseudogen en el genoma Ml d t S. pyogenes. De modo que algunos autores como 
Proft se refieren a este gen que codifica el superantigeno como speY^IL (Proft, 2007).
Algo similar ocurrio con speM, descubierto en el serotipo M80. Su nomenclatura 
se vuelve confusa al secuenciar el genoma del serotipo M l8 en EEUU, en el que 
descubren dos superantigenos que denominan como speL y speM. speL es idéntico a 
speM hallado en M80, algunos autores como Proft se refieren a este gen como speLIM, 
mientras que speM de M l8 no habia sido previamente descrito (Proft, 2007).
2.3.4. Ëxotoxinas pirogénicas estreptocôcicas y su relaciôn con diversos 
cuadros clinicos
Las toxinas estreptocôcicas juegan un papel importante en diversas infecciones 
como: el sindrome de shock tôxico estreptocôcico, escarlatina, invasiôn de tejidos 
blandos y piel, envenenamiento por consumo de alimentes y fascitis necrotizante 
( Alouf, 2003; Baker, 2004b; Cunningham, 2000; Proft, 2007).
Los sintomas principales de la escarlatina (ver 3.3.2) se han atribuido a speA  y 
speC, aunque posiblemente estén implicadas otras toxinas (Alouf, 2003). Estas toxinas 
estreptocôcicas también parecen ser importantes en el desarrollo de las secuelas 
estreptocôcicas (ver 3.4)(Cunningham, 2000).
De forma anadida a los efectos de un superantigeno en el organisme, los 
factores del huésped son claves en la patogénesis de la enfermedad (Cunningham, 2000; 
Kotb, 1995).
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3. INFECCIONES PRODUCIDAS POR SGA
Streptococcus pyogenes es una bacteria comensal que coloniza el tejido humano. 
Se estima que entre el 5-10 % de individuos sanos albergan la bacteria, normalmente en 
el tracto respiratorio. Sin embargo, cuando la bacteria es capaz de penetrar la barrera 
fisica de la piel (infecciôn por traumatismo) o el sistema inmunolôgico del hospedador 
esta comprometido, S. pyogenes puede causar gran espectro de enfermedades como se 
indica en la Tabla 4 (Proft, 2007).
SGA puede crecer en casi todos los tejidos del cuerpo pero el tracto respiratorio 
superior y las lesiones de piel son los focos primarios de infecciôn y principales 





F ig u ra  9. Focos prim arios de infecciôn de S. pyogenes: lesiones de piel y tracto respiratorio 
superior.
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Tabla 4. C lasificaciôn de las infecciones producidas por S. pyogenes.
Tipo de infecciôn Cuadro clinico
Infecciones superficiales
Infecciones profundas
Infecciones m ediadas por toxinas
Enferm edades m ediadas 
inm uiiolôgicam ente
Faringitis, infecciones cutâneas y tejidos blandos, 
impétigo, erisipelas, vaginitis, infecciones post-parto
Bacteriemia, fascitis necrotizante, infecciones 
profundas de tejidos blandos, celulitis, miositis, sepsis 
puerperal, pericarditis, meningitis, neumonia, artritis 
séptica
Escarlatina, sindrome de shock tôxico




















Secuelas (no supuradvas) 
-  fiebre reumadca 
Glomerulonelirids
Figura 10. Localizacion de diferentes enferm edades producidas por S. pyogenes.
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El rango de manifestaciones clmicas producidas por S. pyogenes son desde 
simples faringitis e infecciones de tejidos blandos/piel hasta infecciones mas sérias 
como bacteriemias, celulitis, sepsis puerperal, meningitis, neumonia o fascitis 
necrotizante (0 y figura 11) (Lamagni, 2008a). Las infecciones producidas por SGA 
pueden ser clasificadas en cuatro grupos principales: superficiales, profundas, mediadas 
por toxinas y enfermedades mediadas inmunolôgicamente como se indicé en la Tabla 4 
(Efstratiou, 2000).
Figura 11. Im âgenes de diferentes cuadros clinicos producidos por SGA, en la parte superior 
se observai! m anifestaciones clinicas de escarlatina, entre ellas la lengua afram buesada. En la 
parte inferior se m uestra una fascitis necrotizante en una pierna.




S. pyogenes es la principal bacteria causante de faringitis, uno de los cuadros 
clinicos mas comunes en la infancia producidos por este microorganismo. Son 
susceptibles de padecer esta enfermedad personas de todas las edades, especialmente 
ninos en edad eseolar (5-15 anos) (Cunningham, 2000; Gerber, 1993; Gonzalo de Liria, 
2004).
Los principales sintomas de este cuadro clinico son el dolor de garganta, 
disfagia, linfadenopatia cervical y fiebre (Cartwright, 1997; Trojavchich, 2001). Este 
tipo de patologia présenta una asociaciôn estacional siendo mas frecuente en otono e 
invierno (Cartwright, 1997).
Serotipos M concretos se han asociado eon infecciones de garganta y fiebre 
reumâtica como son: M l, 3, 5, 6, 14, 18, 19 y 24 ( no producen factor de opacidad) 
(Cunningham, 2000; Stollerman, 1997).
3.1.2. Infecciones cutâneas
Las infecciones cutâneas se limitan a la epidermis (cara o extremidades) y son 
altamente eontagiosas (Cunningham, 2000). Su apariciôn se asocia eon la époea estival, 
lo que podria explicar su elevada frecuencia en paises tropicales. Se consideran factores 
de riesgo la obesidad y diabetes, entre otros (Cartwright, 1997).
Las principales infecciones cutâneas producidas por S. pyogenes se muestran en 
la Tabla 5, en la cual se incluyen infecciones de tejidos superficiales y profundos.
El impétigo es una enfermedad contagiosa que afecta especialmente a ninos en 
edad preeseolar. Su frecuencia es mayor en los meses de verano y otono.
La erisipela se observa con frecuencia en ninos y adultos. Es una infecciôn 
superficial eon afectaeiôn de los tejidos profundos y mareada afeetaciôn linfâtica. El 
dorso de la nariz y las mejillas son las localizaciones caracteristicas de esta enfermedad.
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presentando el aspecto denominado de alas en mariposa (Celestin, 2007) 
(http://www.uv.es/derma/CLindex/ Clpiodermitis/ CLPiodermitis.html).
Los principales serotipos asociados con infecciones cutâneas y que 
posteriormente pueden desencadenar una glomerulonefritis postestreptoeôcica son M2, 
49, 57, 59, 60 y 61 (Cunningham, 2000).
3.2. Infecciones invasivas
Las infecciones invasivas o profundas producidas por S. pyogenes presentan una 
tasa de mortal idad superior al 25% a pesar de la instauraciôn del tratamiento.
El origen de la infecciôn es desconocido en la mitad de los casos (Cartwright, 
1997). Los principales rasgos de algunas infecciones invasivas estreptocôcicas son los 
siguientes: hipotensiôn y shock, fallo multiorgânico, toxicidad sistémica, fuerte dolor 
local, râpida necrosis de tejidos subcutâneos/cutâneos y gangrena.
Las infecciones invasivas mâs frecuentes son celulitis, fascitis necrotizante, 
bacteriemias y sepsis puerperal entre otras, explieadas en posteriores apartados.
Se consideran factores de riesgo para el desarrollo de estas infecciones; heridas 
cutâneas, operaciones quirùrgieas, varicela y quemaduras (Cunningham, 2000). Por otro 
lado, los serotipos Ml y M3 han sido fuertemente asociados con este tipo de infecciones 
(Efstratiou, 2000; Gaworzewska, 1988; Mascini, 2000).
3.2.1. Celulitis
La celulitis es una infecciôn aguda de la dermis y tejidos subcutâneos que 
generalmente aparece como consecuencia de una complicaciôn de una herida, ulcéra o 
dermatosis previa. Sue le local izarse en las extremidades inferiores que se encuentran 








































La fascitis necrotizante es una infecciôn aguda y grave de los tejidos 
subcutâneos profundos y de la fascia, sin supuraciôn évidente, pero con gran necrosis 
del tejido graso y fascia (figura 11). Esta enfermedad es mortal si no se realiza un 
diagnôstico temprano que permita la instauraciôn de un tratamiento quirùrgico y 
antibiôtico (Stevens, 2000).
Se caracteriza por una râpida y extensa necrosis, que se extiende por los pianos 
de las fascias, para afectar posteriormente a la piel y los tejidos subyacentes (respetando 
el mùscuio). Es frecuente que en el transeurso de horas o dias, se produzea hipotensiôn 
y fallo multiorgânico, ocasionando asi un sindrome de shock tôxico estreptocôcico.
En los primeros estadios es fundamental un diagnôstico difereneial entre celulitis 
y fascitis necrotizante. La celulitis responderâ al tratamiento antibiôtico mientras que la 
fascitis necrotizante requière un tratamiento quirùrgico agresivo y amplio, ademâs de la 
utilizaciôn de antibioterapia adecuada. A pesar del tratamiento correeto y los euidados 
intensivos, estas infecciones se caraeterizan por una elevada mortal idad (30-80%), 
presentando hasta un 50% de los supervivientes miembros amputados (Mascini,
2000)(http://www.uv.es/derma/CLindex/ Clpiodermitis/ CLPiodermitis.html).
3.2.3. Bacteriemia
Las bacteriemias se producen comùnmente en jôvenes y ancianos. En estas 
ultimas, el origen de la infecciôn suele ser eutâneo. Sin embargo, en el easo de los 
jôvenes suele estar asociado con infecciones respiratorias o escarlatina, asi como con 
diversos factores de riesgo como: la inmunosupresiôn e infecciones por los virus 
varicela zoster o influenza.





La sepsis puerperal habitualmente se présenta como una infeccion genital post- 
parto debido a la manipulacion con poca higiene (Mascini, 2000).
Este tipo de infeccion era muy comun en la era pre-antibiotica, ocasionando una 
alta mortalidad en parturientas. Asi, la sepsis puerperal ocasionaba el fallecimiento de 
una de cada seis madres en algunos hospitales europeos en el siglo XIX. Su incidencia 
ha disminuido de manera espectacular con la introduccion de los antibioticos y las 
medidas de higiene adecuadas (Green, 2005).
El serotipo M28 se ha relacionado con este cuadro clinico, debido a una alta 
prevalencia de este serotipo en exudados vaginales en mujeres sanas (Gaworzewska, 
1988).
3.3. Infecciones mediadas por toxinas
3.3.1. Sindrome de shock toxico estreptococico (STSS)
El Sindrome de Shock toxico estreptococico (STSS) descrito por primera vez en 
1987, présenta una elevada mortalidad y fue denominado as! por su similitud con el 
sindrome del shock toxico estafilococico (Cunningham, 2000) (http://www.uv.es/ 
derma/CLindex/ Clpiodermitis/ CLPiodermitis.html).
STSS es una complicacion de una infeccion previa con S. pyogenes. Se origina 
un cuadro clinico grave caracterizado por hipotension y fallo multiorganico 
(Cunningham, 2000; Stevens, 2000).
Habitualmente se relaciona con una infeccion de tejidos blandos, de modo que el 
70% de los pacientes con STSS ban presentado una fascitis necrotizante previa 
(http://www.uv.es/derma/CLindex/ Clpiodermitis/ CLPiodermitis.html).
Los slntomas tempranos del STSS cursan con mialgia, resfriado y fiebre, 
seguidos de unos slntomas mas tardlos como son fiebre persistente, hipotension sistolica
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y shock. La coagulaciôn intravascular diseminada produce una deficiencia en la 
circulaciôn, gangrena de los miembros y posterior muerte (Alouf, 2003).
Estudios epidemiolôgicos han relacionado esta enfermedad con los serotipos Ml 
y M3. Serotipos que producirian diversas exotoxinas {speA, speB, speC, hemolisinas, 




La ëscarlatina se asocia con infecciones de garganta pero puede originarse por 
infecciones en otras areas del cuerpo. Se caracteriza por erupciones cutâneas, lengua 
aframbuesada y descamaciôn de la piel (figura 11). En los casos extremos se observa 
dolor de garganta, linfadenopatla cervical dolorosa, delirio e hiperpirexia.
Este cuadro clinico se asocia con cepas de SGA productoras de toxinas 
eritrogénicas como son speA, B y C. Por otro lado, los serotipos M l, 3, 4 y 6 han sido 
descritos como prédominantes en este cuadro clinico (Cartwright, 1997; Cunningham, 
2000; Gaworzewska, 1988).
Las descripciones de brotes de ëscarlatina en instituciones cerradas como 
guarderias y colegios, entre otras, son muy frecuentes (Chiou, 2009; Feeney, 2005; 
Hoebe, 2000).
3.4. Infecciones mediadas inmunolôgicamente
3.4.1. Fiebre reumàtica
El origen de la fiebre reumàtica es una infeccion previa por S. pyogenes que en 
la mayoria de los casos (dos tercios) suele ser faringitis. Este hecho ocasiona que los 
principales afectados sean ninos entre 5 y 15 anos.
Entre el 0,3% y el 3% de los pacientes que sufren infeccion estreptocôcica 
désarroilan fiebre reumàtica. En el caso de sufrir una faringitis previa, la fiebre
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reumàtica se desarrolla de 2-3 semanas después. Este tipo de enfermedad se présenta en 
forma de epidemias que son mas comunes en pobiaciones cerradas o hacinadas 
(Malagon, 2003).
La fiebre reumàtica se caracteriza por una inflamaciôn de las articulaciones 
(poliartritis), tejido cardiaco (carditis), sistema nervioso central (corea), piel (eritema 
marginatum) y nôdulos subcutàneos (Cunningham, 2000).
Por el momento, no està muy claro el mecanismo por el que se produce està 
enfermedad. No obstante, se considéra una respuesta inmune exagerada ante la 
infeccion estreptocôcica, que ocasiona un dano en el tejido cardiaco. Esta respuesta 
ante el propio organisme se debe a la existencia de epitopos comunes entre antigenos 
cardiacos y estreptocôcicos. Esta homologia conlleva a la union de los anticuerpos 
antiestreptocôcicos al tejido cardiaco desencadenando su destrucciôn. Sin embargo, esto 
no explica porque solo unos pocos individuos infectados con cepas reumatogénicas 
désarroi lan la enfermedad.
Se han asociado serotipos concretes (Ml,  3, 5, 6, 14, 18, 19 y 24) con 
complicaciones de la fiebre reumàtica (Cartwright, 1997; Gaworzewska, 1988; Kaplan, 
1989y
En la era preantibiôtica, la fiebre reumàtica de origen estreptococico fue 
responsable de la mitad de enfermedades de corazôn en Africa, Asia y Oriente medio 
(Cartwright, 1997). Se consideraba una enfermedad erradicada en paises desarrollados, 
pero en las ultimas dos décadas se han observado epidemias. En muchos paises del 
tercer mundo continua siendo un problema de salud pùblica (Malagon, 2003).
Actualmente en todo el mundo, la cardiopatia reumàtica sigue siendo la causa 
mâs frecuente de cardiopatia adquirida en todos los grupos de edad y constituye el 50% 
de todas las enfermedades cardiovasculares y hasta el 50% de los ingresos cardiolôgicos 
en los paises en vias de désarroilo (Gerber, 2006).
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3.4.2. Glomerulonefritis post-estreptocôcica
La glomerulonefritis post-estreptocôcica es una complicaciôn no supurada de 
una infecciôn cutanea, y con menor frecuencia faringea, causada por cepas 
nefritogénicas de Streptococcus. La glomerulonefritis se desarrolla 1-4 semanas después 
de estas infecciones, produciendo edema en cara y extremidades, hipertensiôn, 
hematuria macroscôpica, oliguria, insuficiencia renal y febricula. Su incidencia es 
desconocida ya que muchos casos son asintomâticos y afecta predominantemente a 
ninos entre 2 y 10 anos (Cunningham, 2000).
Las cepas asociadas con glomerulonefritis son diferentes de las reumatogénicas 
a excepciôn del serotipo ML El serotipo M12 ha sido particularmente asociado con 
glomerulonefritis post-estreptocôcica. Otros serotipos asociados son M2, 4, 6 y 19 
(Cartwright, 1997; Gaworzewska, 1988).
El mecanismo de patogenicidad se ha asociado con el depôsito de complejos 
inmunes en el glomérulo, fijaciôn del complemento y dano del tejido mediante procesos 
inflamatorios (Cartwright, 1997). Se estima que la tasa de mortalidad de esta 
enfermedad es de un 1% (Carapetis, 2005).
4. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION FOR S. pyogenes
4.1. Mecanismo de transmisiôn
S. pyogenes se transmite de persona a persona mediante aerosoles generados al 
toser o al estornudar. También se transmite directamente por contacto flsico, siendo 
frecuente el désarroi lo de la infecciôn en nùcleos familiares, escolares o institucionales 
(Mascini, 2000).
S. pyogenes puede sobrevivir durante meses en ambientes desecados como el 
polvo de una vivienda. Existen investigaciones que demuestran la elevada 
contaminaciôn ambiental por SGA en mobiliario (alfombras, camas y sillas) 
(Cartwright, 1997; Sarangi, 1995; Wagenvoort, 2005). En estos estudios se ha
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demostrado que la supervivencia ambiental de SGA es de 1-3 meses. Por tanto, se 
considéra que un ambiente contaminado puede constituir un peligro potencial para la 
transmisiôn de SGA en cortos periodos de tiempo de un brote. Por el contrario, la 
supervivencia ambiental durante largos periodos de tiempo, no se considéra un factor 
importante en la transmisiôn de este microorganismo como sucede con patôgenos 
nosocomiales multirresistentes como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina 
(MARSA), enterococos resistentes a vancomicina, Clostridium difficile o Acinetobacter 
baumannii (Wagenvoort, 2005).
Otros focos de infeceiôn son alimentos contaminados (entre ellos leche). Estos 
vehiculos de transmisiôn son infrecuentes y ocasionalmente se describe algùn caso 
(Claesson, 1992; Shemesh, 1994).
4.2. Estado de portador
Como se ha comentado en el apartado 3 se estima que entre el 5-10 % de 
individuos sanos son portadores de S. pyogenes, principalmente en el tracto respiratorio.
La incidencia de portadores faringeos es altamente variable. La tasa mâs elevada 
es observada en ninos entre 5-10 anos (25%). Tasas superiores al 50% se pueden 
encontrar transitoriamente en comunidades cerradas o semicerradas como son colegios 
o centros militares (Cohen-Poradosu, 2007; Ross, 1971).
La mayoria de los portadores son asintomâticos y SGA puede permanecer en la 
nasofaringe durante meses. Los portadores nasales aunque raros, son mucho mâs 
infecciosos que los portadores faringeos (Cartwright, 1997).
Excepto en situaciones epidémicas, los portadores cutâneos no son comunes, 
siendo las tasas de colonizaciôn mayores en pacientes que presentan enfermedades 
cutâneas como eczemas, soriasis o heridas (Mascini, 2000).
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4.3. Facto res de riesgo e incidencia de la infecciôn
Diverses mecanismos de virulencia participai! en la patogenicidad de este 
microorganismo. El hecho de que las infecciones por SGA ocurran esporâdicamente con 
una afectaciôn de 1/100000 habitantes, sugieren que el factor del hospedador predispone 
a ciertos individuos para pacecer estas enfermedades. La presencia de una cepa 
virulenta es necesaria, pero no suficiente para causar infecciones (Stevens, 2000). De 
modo que la situaciôn del hospedador es un factor importante en la adquisiciôn de la 
enfermedad.
En el hospedador se ha descrito que constituyen factores de riesgo: la edad, 
enfermedades previas como diabetes, varicela, infecciones crônicas cutâneas u otras 
infecciones agudas y el consumo de drogas parenterales. También juegan un papel 
importante en la transmisiôn de la infecciôn por S. pyogenes los factores ambientales 
(tamano vivienda y el hacinamiento) (Lamagni, 2008a).
La mayoria de los casos de infecciôn de SGA (87-96%) aparecen en el entomo 
comunitario de manera espontânea, limitando asi las estrategias de prevenciôn. Mientras 
que las tasas de infecciôn de origen hospitalario oscilan entre un 4-13% (Lamagni, 
2008a).
La incidencia de la infecciôn présenta un patrôn estacional. Las tasas mâs 
elevadas se alcanzan en inviemo y primavera, observândose un descenso en verano y 
otono (Lamagni, 2008a).
4.4. Aspectos epidemiolôgicos
A nivel mundial, las infecciones por SGA constituyen una causa importante de 
morbilidad y mortalidad, principalmente en paises en vias de desarrollo. Una mortalidad 
anual superior a 500.000 fallecimientos sitùan a S. pyogenes entre los principales 
patôgenos humanos. Ünicamente superado por el virus de la inmunodefienciencia 
humana (VIH), Mycobacterium tuberculosis. Plasmodium falciparum y  Streptococcus
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pneumoniae. Probablemente su mortalidad es comparable con rotavirus, sarampion, 
Haemophilus influenzae tipo b y  el virus de la hepatitis B (Carapetis, 2005).
En la era preantibiôtica, las infecciones graves ocasionadas por SGA fueron muy 
frecuentes (Efstratiou, 2000). Histôricamente, la ëscarlatina y la sepsis puerperal han 
sido causas de morbilidad y mortalidad elevadas. A finales del siglo XIX sus 
porcentajes de létal idad fueron superiores al 25% disminuyendo al 2% a partir de 1900 
(Lamagni, 2008a). Algunos autores atribuyen esta disminuciôn en la incidencia a una 
mejora de las condiciones socioeconômicas y al uso de antibiôticos a partir de los anos 
40 (Stevens, 2000). Sin embargo, desde 1980, se observa un inexplicable aumento de 
infecciones invasivas por SGA en Europa y Estados Unidos (EEUU), destacables por la 
gravedad de la destrucciôn del tejido y la toxicidad sistémica de los casos descritos. Ml 
y M3 son los principales serotipos implicados en este aumento, responsables de brotes y 
casos fatales (Lamagni, 2008a).
Estudios epidemiolôgicos indican que el resurgir de las enfermedades invasivas 
por SGA no se limita a casos esporâdicos. Se trata de una diseminaciôn global en la que 
juegan un papel importante los distintos serotipos.
Los serotipos M l, 3, 18 y 28 han sido descritos asociados a enfermedades 
invasivas. En concrete, el serotipo M lTl ha persistido globalmente como el serotipo 
mâs frecuente en pacientes con enfermedades invasivas y no invasivas, durante mâs de 
un cuarto de siglo (Aziz, 2008). Algunos serotipos como M28 y M89 se han observado 
con elevada frecuencia en paises del Norte de Europa. En EEUU, Ml y M3 fueron 
prevalentes entre 1970 y 1990 (Efstratiou, 2000). Resultados concordantes se describen 
en Reino Unido y otros paises europeos (Efstratiou, 2000). Los serotipos descritos en 
algunos paises se reflejan en la Tabla 6.
La adquisiciôn de nuevos factores de virulencia por medio de bacteriôfagos o 
transposones se sugiere como una posible explicaciôn de la nueva agresividad de SGA. 
El hecho de que ciertas cepas de SGA (Ml, 3, 6, 11 y 28) se asocien con la mayoria de 
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4.4.1. Distribuciôn mundial de la infeccion por SGA
Se estima que un minimo de 18,1 millones de personas sufren enfermedades 
agudas producidas por S. pyogenes (fiebre reumàtica, glomerulonefritis post- 
estreptocôcica, infecciones invasivas, entre otras), con 1,78 millones de casos nuevos 
cada ano. La fiebre reumàtica es la que présenta mayor prevalencia: 15,6 millones de 
casos, con 282.000 casos nuevos y 233.000 muertes anuales (Figura 12). Ademâs, se 
informan mâs de 111 millones de casos de pioderma y mâs de 616 millones de 
faringitis anuales (Carapetis, 2005).
La fiebre reumàtica es muy comùn en paises del Africa sub-sahariana y del 
Pacifico. La prevalencia es mâs moderada en Asia central/sur y este/norte de Africa, 
aparentemente menos comùn en muchos paises asiâticos y Latinoamérica (Carapetis, 
2005).
Prevalencia de fiebre
leoznatica (casos por 1000)
80 3-5
Figura 12. Prevalencia de la fiebre reum àtica en ninos de 5-14 anos. Los circulos dentro de 
A ustralia y N ueva Zelanda representan la poblaciôn indigena (Carapetis, 2005).
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En EEUU se observan mâs de 11.500 casos y 1900 exitus anuales, debido a 
infecciones invasivas producidas por SGA, siendo la mortalidad mâs elevada en la 
poblaciôn anciana (Jordan, 2007). A principios del 2000 en Europa, la incidencia de 
bacteriemia ha sido de 1,7 y 3,95 /100.000 habitantes, con variaciones considerables 
entre los diferentes paises. No obstante, se ha observado un incremento general en estos 
paises en las dos ultimas décadas (Siljander, 2006).
Como se ha comentado en el apartado anterior, a partir 1980 se observa un 
aumento de infecciones invasivas por SGA en Europa y Estados Unidos. Asl por 
ejemplo, entre 1980-1990 se describieron 8 brotes de fiebre reumàtica en EEUU y un 
incremento de infecciones bacteriémicas en Suecia y Estados Unidos (Cunningham, 
2000).
El aumento de estas infecciones invasivas durante 1990-2000 en varios paises 
europeos, propicia la apariciôn de una red de vigilancia europea de enfermedades 
invasivas producidas por S. pyogenes. Esta red de vigilancia se denominô Strep-EURO 
y fue creada en 2002.
El proyecto Strep-EURO fue fundado por la Uniôn Europea, partieipando 11 
paises: Alemania, Chipre, Dinamarca, Finlandia, Francia, Grecia, Italia, Reino Unido, 
Repùblica Checa, Rumania y Suecia. Este programa de vigilancia ha sido desarrollado 
durante dos anos (2003 y 2004) y se comparan los patrones epidemiolôgicos de las 
enfermedades invasivas producidas por SGA (Lamagni, 2008a).
Strep-EURO estima que la incidencia de infecciôn grave en Europa muestra un 
gradiente decreciente de norte a sur. Los paises nôrdicos (Finlandia, Dinamarca y 
Suecia) mostraron una incidencia de 2,2 y 2,3/ 100.000 habitantes mientras que en los 
paises del centro y sur (Repùblica Checa, Rumania, Chipre e Italia) la incidencia fue 
menor con val ores de 0.3 -1.5 /100.000 habitantes (Lamagni, 2008a).
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4.4.2. Distribuciôn de la infecciôn en Ëspana
Las infecciones producidas por S. pyogenes no son de deciaraciôn obligatoria en 
Espana, desconociéndose la verdadera incidencia de este patôgeno a nivel nacional.
La ëscarlatina, no se considéra una enfermedad de deciaraciôn obligatoria y por 
tanto, no exige vigilancia semanal, excepto en casos de brote epidémico. En Espana, se 
han descrito varios brotes de ëscarlatina. Entre enero-1999 y marzo-2004 en la 
Comunidad Valenciana, se detectaron siete brotes en el ârea de salud 5 y uno en el ârea 
de Salud 4. En estos brotes se confirmaron 49 casos de ëscarlatina (Giner, 2004).
Otras descripciones de brotes epidémicos son : sindrome de shock tôxico en la 
isla de Gran Canaria en el ano 2004 (Medina-Gens, 2005), enfermedad invasiva por 
Streptococcus pyogenes en Vitoria-Gasteiz en 2007 (Castells, 2007), ambas con 
descripciones de 4 casos.
En Espana existe poca informaciôn disponible sobre los principales serotipos de 
S. pyogenes circulantes a nivel global. Los principales estudios realizados estan 
constituidos por cepas procedentes de nasofaringe y abordan la resistencia a 
antibiôticos (Alberti, 2003; Betriu, 1999; Gordillo, 2003; Granizo, 2000; Perez- 
Trallero, 2001).
4.5. Vacuna frente a SGA
Ya se ha comentado que SGA es la principal bacteria productora de faringitis, 
hecho que implica un gasto importante en el sistema de salud (consultas médicas, coste 
tratamiento, entre otros). Ademâs présenta una elevada dispersiôn global y una 
importante incidencia en enfermedades invasivas. Por todas estas razones, es necesario 
el desarrollo de una vacuna que prevenga ante este tipo de infecciones (Cohen- 
Poradosu, 2007).
La bùsqueda de esta vacuna comenzô en 1930 y en la actual idad todavia no 
existe una vacuna comercializada (Cohen-Poradosu, 2007; Smeesters, 2008).
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El desarrollo de posibles vacunas se centra en protei'nas de superficie que juegan 
un papel importante en la relac ion huésped-bacteria. En el caso de S. pyogenes se han 
estudiado vacunas frente a diferentes antigenos (regiones especificas proteina M, 
peptidasa C5a, cisteina proteasa, proteina de union a fibronectina, hidrato de carbono 
del grupo A, antigenos de protecciôn estreptocôcica, lipoproteinas) (Bisno, 2005b; 
Smeesters, 2008).
Durante anos, el objetivo principal han sido el desarrollo de una vacuna frente a 
la proteina mâs virulenta de SGA (proteina M) pero las reacciones cruzadas generadas 
frente a determinados tejidos del propio organismo (corazôn, mûsculo esquelético, 
cerebro, membrana glomerular) han dificultado el desarrollo de la misma (Cohen- 
Poradosu, 2007).
En la actual idad, dos vacunas (basadas en la proteina M) estân en fase de 
experimentaciôn clinica. La primera candidata es una vacuna multivalente frente a 26 
tipos emm. La otra candidata se espera que cubra un rango mâs amplio que la anterior, 
desarrollândose frente a regiones conservadas de repeticiôn C de la proteina M 
(Smeesters, 2008).
La vacuna multivalente frente a 26 tipos emm incluye el 80-90% de los serotipos 
productores de faringitis y enfermedades invasivas en EEUU. Se calculô que esta 
vacuna podria prévenir el 49-63% de las infecciones invasivas de SGA en ninos y el 43- 
50% en la poblaciôn anciana (Cohen-Poradosu, 2007; O'Loughlin, 2007). En la Figura 
13 se muestran los diferentes serotipos que cubre la vacuna y la producciôn de 
anticuerpos detectada en la fase de experimentaciôn clinica en individuos adultos. Este 
tipo de vacuna estâ formada por cuatro proteinas fusiôn recombinantes, cada una 
contiene 6 ô 7 péptidos de la regiôn aminoterminal de la proteina M unidos en tândem. 
La vacuna contiene en total 31 péptidos, 26 pertenecen a diferentes proteinas M, 1 
péptido de Spa (nuevo antigeno protector expresado en varios SGA) y 4 péptidos C- 
terminal que son copias de componentes N-terminal (Figura 14) (Hu, 2002; McNeil,
2005).
El uso de esta vacuna multivalente parece ser prometedor pero estâ limitado por 
las caracteristicas epidemiolôgicas geogrâficas y temporales (Smeesters, 2008).
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Figura 13. Incremento de la curva logan'tmica en los anticuerpos especificos del serotipo M 
detectados por ELISA después de 3 dosis de la vacuna 26 multivalente de SGA en individuos 
adultos sanos. Las barras de error indican la desviacion estandar. Spa, streptococcal protective 
antigen (McNeil, 2005).
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Figura 14. Esquema de la cuatro proteinas fusion recombinantes que contiene la vacuna 
multivalente frente a 26 tipos M. El numéro de aminoâcidos contenido en cada péptido se indica 
bajo la designaciôn del tipo M (McNeil, 2005).
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En los paises occidentales, la poblaciôn de SGA es oligoclonal (numéro limitado 
de tipos emm) mientras que un numéro elevado de tipos emm son recuperados de paises 
como india, Etiopia, Nepal y Brasil (Smeesters, 2008). La distinta epidemiologia en 
estos paises puede provocar que la cobertura vacunal sea menor en los mismos (Cohen- 
Poradosu, 2007; Smeesters, 2008).
5. SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS
S. pyogenes continua siendo extremadamente sensible a benzil-penicilina o 
penicilina G, por lo tanto, constituye el principal tratamiento de elecciôn ante 
infecciones estreptocôcicas. En algunos estudios se observô que la sensibilidad in vitro 
de SGA no se habia modificado en los ùltimos 80 anos (Albrich, 2004; Freeman, 2002; 
Macris, 1998), no habiéndose descrito ninguna cepa resistente a penicilina.
También présenta un perfil de susceptibilidad a cefalosporinas, glicopéptidos y 
aminoglicôsidos.
Los macrôlidos y las tetraciclinas constituyen el tratamiento altemativo mâs 
comùn en el caso de pacientes alérgicos a penicilina o en caso de fallo terapéutico 
(Biedenbach, 2003; Cornaglia, 1999; Mascini, 2000; Seppala, 1998; Uh, 2007).
5.1. Resistencia a macrôlidos
5.1.1. Clasifîcaciôn y estructura quimica
Los macrôlidos son una familia de antibiôticos constituidos por un anillo 
lactônico (8-62 âtomos) al que se unen mediante enlaces glucosldicos uno o varios 
azùcares. En la prâctica el nombre de macrôlidos se réserva para denominar a la familia 
de antibiôticos formada por compuestos con anillo de 14 ( eritromicina, claritromicina, 
roxitromicina), 15 (azitromicina) o 16 (espiramicina, josamicina, midecamicina) 




De entre todos los farmacos del grupo, la eritromicina (Figura 15) sigue siendo 
el de referenda, ya que, por regia general, los que presentan mejores propiedades 








Figura 15. Estructura quimica de la eritromicina (macrolido de 14 âtomos de carbono).
5.1.2. Ëspectro antimicrobiano
Los macrôlidos presentan un amplio espectro antibacteriano, son activos frente a 
varias especies de microorganismos y protozoos:
- Microorganismos gram positivos tanto cocos (excepto estafilococos resistentes 
a meticilina y Enterococcus spp.) como bac i los {Clostridium perfringens, 
Propionibacterium acnés, Corynebacterium diphteriae, Bacillus anthracis. Listeria, 
Rhodococcus equii, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus).
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- Algunos microorganismos gram negativos {Moraxella spp., Bordetella 
pertussis, Campylobacter jejuni. Neisseria spp., Haemophilus ducreyi, Gardnerella 
vaginalis).
- Microorganismos de crecimiento intracelular (Mycoplama pneumoniae. 
Chlamydia spp., Legionella spp., Borrelia burgdorferi, Coxiella burnetii).
- Algunos protozoos moderadamente sensibles {Toxoplasma gondii, 
Cryptosporidium y Plasmodium).
No presentan actividad frente a la mayoria de de los bacilos gram negativos, 
incluidos algunos microorganismos anaerobios {Bacteroides spp, y Fusobacterium 
spp.), pero si frente a Porphyromonas y Prevotella (Mensa, 2003; Sevillano, 2006).
5.1.3. Mecanismo de accion y resistencias
Los macrôlidos actuan sobre los microorganismos uniéndose de forma reversible 
al dominio V de la subunidad 23S del ARN ribosômico, impidiendo la sintesis proteica. 
Esto es debido a que bloquean el orificio de entrada al canal por donde sale la proteina 
del ribosoma, de modo que estimulan la disociaciôn del peptidil-ARNt implicado en la 
elongaciôn de la proteina, ocasionado asi una terminaciôn de la cadena y detenciôn de la 
sintesis proteica.
Numerosos microorganismos han desarrollado mecanismos de resistencia frente 
a estos antibiôticos, se han descrito très tipos: Modificaciôn del lugar de uniôn, 
existencia de bombas de expulsion activa y presencia de enzimas inactivantes
(Figura 16) (Mensa, 2003; Sutcliffe, 1996; Weisblum, 1998).
En el género Streptococcus se producen principalmente 2 mecanismos de 
resistencia a macrôlidos: metilaciôn del lugar de uniôn y bombas de expulsiôn activa 
(Cornaglia, 1999; Freeman, 2002; Malhotra-Kumar, 2005).
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F ig u ra  16. Principales m ecanism os de resistencia frente a m acrôlidos: m odificaciôn del lugar 
de uniôn al ribosom a (A), bom bas de expulsiôn activa (B) y enzim as inactivantes (C).
5.I.3.I. Modificaciôn del lugar de uniôn
Se modifica el lugar de uniôn del macrôlido al ribosoma mediante metilaciôn de 
residues de adenina (especialmente A2058 y A2059) o por cambios en la secuencia de 
bases de ARNr 23S o de las proteina ribosômicas L4 y L22.
- A. La metilaciôn del lugar de uniôn al ribosoma la producen unas enzimas 
denominadas metilasas o N-metiltranferasas, codificadas por la familia de genes erm 
(erythromycin ribosome méthylation) (Leclercq, 2002; Roberts, 1999).
La metilaciôn produce un cambio conformacional en el ribosoma que disminuye 
la uniôn de macrôlidos, lincosamidas y estreptogramina B, provocando resistencia a 
estos très antibiôticos y dando lugar al fenotipo denominado MLSy “ macrolide 
lincosamide streptogramine B” (Mensa, 2003; Roberts, 1999; Seppala, 1998). Esta 
resistencia cruzada se debe a que el sitio de uniôn de los macrôlidos a la subunidad 




El fenotipo MLSy puede ser:
- Constitutive (MLSy c): La enzima que metila el residuo de adenina se 
produce continuamente, generalmente en esta resistencia estâ implicado el gen erm(B) 
en SGA (Cornaglia, 1999; Miches, 2009; Perez-Trallero, 2007; Woo, 2003).
- Inducible ( M L S b  i): Se requiere la presencia de un antibiôtico inductor para la 
producciôn de la metilasa, en esta resistencia generalmente esta implicado el gen 
erm(TR) en SGA (Cornaglia, 1999; Perez-Trallero, 2007). En este caso la bacteria 
produce ARNm inactive, incapaz de codificar la metilasa debido a un atenuador del gen 
erm(TR). En presencia del antibiôtico se produce un reordenamiento del ARNm que 
permite la traducciôn de la metilasa (Leclercq, 2002).
En la metilaciôn postranscripcional del ARNr 23S se pueden anadir uno o dos 
grupos metilos en un residuo de adenina (A2058 ô A2057 ô A2059) en funciôn del gen 
que codifica la metilasa. La monometilaciôn origina resistencia cruzada a todos los 
macrôlidos, la clindamicina y la estreptogramina B (quinupristina). La dimetilaciôn 
confiere resistencia ademâs a telitromicina.
Debido al aumento de los genes erm descritos y a la existencia de una 
nomenclatura confusa, Roberts y cols (Roberts, 1999) proponen una nueva 
nomenclatura para los genes. Dos genes que presentan en su secuencia de aminoâcidos 
una homologia mayor o igual al 80% pertenecen a la misma clase y se designan con la 
misma letra o numéro, mientras que dos genes con una homologia menor o igual al 79% 
se designan con letras o numéros diferentes (Roberts, 1999).
Se han descrito 33 genes erm diferentes que codifican para metilasas ARNr 
como se muestra en la Tabla 7 (Roberts, 2008). Estas metilasas estân présentes en 
diferentes especies y géneros. En el género Streptococcus se han descrito seis genes que 
codifican metilasas: erm{A) o ermÇTR), erm(B), erm(C), erm{¥), erm(Q) y erm(jy, 
siendo este ultimo el mâs recientemente descrito (Roberts, 1999, 2008). erm(TK) y 
erm{B) son los genes mâs comùnmente observados en S. pyogenes (Amezaga, 2006; 
Mensa, 2003; Roberts, 2008; Seppala, 1998).
Los genes erm se han asociado con transposones conjugativos o no conjugativos, 
aunque en algunos casos se han encontrado en plâsmidos (Brenciani, 2007; Giovanetti, 
2003; Roberts, 1999). La mayoria de los plâsmidos estreptocôcicos que llevan 




conjugacion entre diferentes especies de Streptococcus y especialmente entre cepas de
S. pyogenes por transduccion (Seppala, 1998).
Tabla 7. Diferentes genes implicados en los mecanismos de resistencia a macrôlidos, 
lincosamidas y estreptograminas (Roberts, 2008). En negrita se indican los genes de resistencia 
a macrôlidos descritos para Streptococcus.









Listadas n=20 n=10 n=2 n=2 n=7 n=3
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B. Cambios en la secuencia de bases de ARNr 23S o de las proteinas 
ribosômicas L4 y L22. Estas mutaciones cromosômicas son muy raras probablemente 
porque existen numerosas copias del operon rrn que codifica el ARNr 23S (Mensa, 
2003; Sevillano, 2006).
Las mutaciones en ARNr 23S producen un incremento en la resistencia a 
macrôlidos, lincosamidas, estreptogramina B, telitromicina y linezolid, tanto en 
bacterias gram positivas como gram negativas. Han sido identificadas varias mutaciones 
pero la mâs comùn es en el dominio V de ARNr 23S con mutaciones en las posiciones 
A2058 ô A2059 (numeraciôn de E. coli). Este tipo de mutaciones han sido identificadas 
en 8 géneros gram positivos y 9 gram negativos, incluyendo los patôgenos intracelulares 
C. trachomatis y 2 especies de Treponema (Roberts, 2008).
INTRODUCCION
Las mutaciones en las proteinas ribosomales L4 y L22 se producen por 
deleciones o inserciones que anaden o eliminan uno o mas aminoâcidos de la proteina. 
Estas mutaciones alteran la estructura terciaria de ARNr 23 S en el dominio V e influye 
indirectamente en la afinidad por el macrôlido. La mutaciôn L4 ha sido descrita en 3 
géneros gram positivos y 5 gram negativos. La mutaciôn L22 ha sido descrita en 4 
géneros gram positivos y 5 gram negativos (Roberts, 2008). Este tipo de mutaciones se 
seleccionan durante el tratamiento (Mensa, 2003).
En S. pyogenes, las descripciones de este tipo de resistencia producidas por 
mutaciones en ARNr 23S, L4 y L22 son relativamente nuevas. Por tanto, este hecho 
podria indicar un nuevo tipo de resistencia emergente o que su prevalencia ha sido 
subestimada (Malbruny, 2002; Roberts, 2008).
En S. pyogenes se han descrito mutaciones en: el dominio V de ARNr 23S 
(posiciôn C2611), en la proteina L4 (posiciones 64,65, 66, 69,70,72) y en L22 (Bingen, 
2002; Bozdogan, 2003; Malbruny, 2002; Roberts, 2008).
5.1.3.2. Bomba de expulsiôn activa
Las bombas de expulsiôn activa son unas proteinas présentes en la membrana 
celular que extraen especificamente macrôlidos de 14 y 15 âtomos de carbono, 
mantienen la concentraciôn intracelular a bajas concentraciones y por tanto, los 
ribosomas libres de la acciôn antibiôtica. Estas bombas son poco o nada efectivas frente 
a los macrôlidos de 16 carbonos, telitromicina y clindamicina, este fenotipo se 
denomina fenotipo M (Cornaglia, 1999; Malhotra-Kumar, 2005; Mensa, 2003; Roberts, 
1999).
En bacterias gram positivas se han descrito très tipos de bombas de expulsiôn 
activa: ATPasas de tipo ABC (ATP binding cassete), superfamilia del facilitador mayor 
(MES) y la pequena familia de resistencia a multiples antibiôticos (SMR) (Depardieu, 
2007; Leclercq, 2002).
El fenotipo M en cocos gram positivos normalmente esta mediado por 3 
sistemas: los genes m ef (macrolide efflux), msr (macrolides and estreptogramin B 
resistance) y vga (virginiamycin factor A) (Perez-Trallero, 2007; Roberts, 1999). En
I
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otros microorganismos como los productores de antibioticos se describen otros tipos de 
genes como son tlr(D), car{B), myr{B) y smr{A) (Tabla 7)(Roberts, 2008).
Los genes m ef se han encontrado en variedad de géneros gram positivos, 
incluyendo corinebacterias, enterococos, micrococos y variedad de especies de 
estreptococos (Leclercq, 2002; Roberts, 1999).
En Streptococcus los principales genes asociados con el fenotipo M son 
mef[AIE) y msr(D) que codifican para dominios transmembrana de la bomba y de 
union a ATP, respectivamente (Cornaglia, 1999; Malhotra-Kumar, 2005; Roberts, 
1999). El gen msr(D) se ha descrito recientemente en SGA, se situa posteriormente al 
gen meJ{A/E) y présenta similaridad con msr(A) de Staphylococcus spp (Ojo, 2006). En 
cuanto al gen /we/hay dos variantes en estreptococos con un 90% de identidad en la 
secuencia: m ef (A) -  descrita en S. pyogenes por primera vez- y m ef (E)- descrita en S. 
pneumoniae-. No son especificas de especie y ambas deben ser designadas mej{A) o 
mef[A!E) (Amezaga, 2006). Estos genes m ef parecen ser transferidos en diferentes 
elementos genéticos (Tnl207.1, Tnl207.3, elemento quimérico 58.8kb), todos parecen 
ser profagos asociados a S. pyogenes (Amezaga, 2006). La combinacion conjunta de los 
genes genes erm{B) y mef{A) ha sido descrita en S. pneumoniae, S. pyogenes y S. 
agalactiae, presentando un fenotipo MLSb (Leclercq, 2002).
5.1.3.3. Enzimas inactivantes
Las enzimas inactivantes modifican el anillo lactônico de los macrôlidos de 14 
âtomos de carbono, se han descrito esterasas, liasas, transferasas y fosforilasas 
mostradas en la Tabla 7 (Damaso, 2006; Roberts, 1999).
Esterasas (genes ere) y fosforilasas (genes mph), descritas en enterobacterias, 
producen resistencia a macrôlidos de 14 y 15 carbonos pero no a lincosamidas. Este 
tipo de resistencia no fue considerado relevante en la clinica de enterobacterias, ya que 
los macrôlidos no se usan como tratamiento frente a estos microorganismos. En el caso 
de cepas de S. aureus este tipo de resistencia es mâs preocupante, para el que se han 
descrito fosforilasas codificadas por los genes mph{C) (Roberts, 2008; Sevillano,2006).
Las nucleotidil transferasas codificadas por genes lnu{A) en estafilococos y 
Enterococcusfaecium , sôlo inactivan lincosamidas (Roberts, 2008).
INTRODUCCION
Estas enzimas codificantes se han identificado en lactobacilos, enterobacterias, 
Pseudomonas aeruginosa y estafilococos (Roberts, 1999). Actualmente se han descrito 
19 enzimas inactivantes como se muestra en la Tabla 7. En Streptococcus se han 
descrito genes que codifican transferasas que confieren resistencia a estreptogramina A: 
lnu{C), lnu{D) (Roberts, 2008).
5.1.4. Epidemiologia de la resistencia a macrôlidos
Como se ha mencionado anteriormente, los macrôlidos constituyen un 
tratamiento altemativo ante las infecciones de S. pyogenes. El elevado consumo de 
macrôlidos, ha originado un aumento en las tasas de resistencia para SGA registrando 
valores superiores al 40% (Biedenbach, 2003; Cornaglia, 1999; Mascini, 2000; Seppala, 
1998; Uh, 2007). Los primeros datos de cepas de S. pyogenes resistentes a macrôlidos 
fueron descritos en 1959 en Reino Unido. A partir de entonces, en varias partes del 
mundo, se registran diferentes casos y brotes asociados con cepas resistentes a 
macrôlidos ( Suecia, Reino Unido, Japôn, Finlandia, Italia )(Cornaglia, 1999).
A principios de 1990, comienza a observarse un notable incremento en la 
resistencia a eritromicina de SGA en varios paises europeos. Observândose una mayor 
incidencia en paises mediterrâneos frente a regiones escandinavas (Jasir, 2000; Palmieri,
2006). Datos recientes muestran elevada incidencia en paises asiâticos y por el 
momento, no parece ser un problema en EEUU (Leclercq, 2002). En la 0 se muestran 
varias tasas de resistencia a macrôlidos descritas en diferentes paises.
En el caso de Espana la resistencia global es de 20-30%, observando valores mâs 
bajos (10-16%) en el norte de Espana (Santander, San Sebastiân, Bilbao, Guipùzcoa) y 
tasas de incluso un 60% de resistencia en Côrdoba y sur de Espana (Ardanuy, 2005; 
Gordillo, 2003; Morosini, 2003; Perez-Trallero, 2001, 2007; Tamayo, 2005). Se han 
descrito varios clones circulantes en Espana que presentan resistencia a macrôlidos: 




Tabla 8. Tasas de resistencia a macrôlidos descritas en diferentes paises.
Pais Afio n° cepas Origen Resistencia eritromicina (%) Referenda
Alemania 1999-2000 381
ENF
Piel 14,2 Reinert, 2004b
Alemania 2002-2003 236 ENF 14,0 Reinert, 2004a
Francia 2002-2003 322 ENF 22,4  
2004: 7, 7
Bingen, 2004





INV 2 t 5 Creti, 2007
Italia 2003-2005 INV 18,9 Creti, 2007
Italia (Roma) 2000 355 ENF 35,7 Dicuonzo, 2002
Noruega 1993-2002 1.657 varios 2 ,7 Littauer, 2006
Portugal 1998-2003 1.321 ENF 2 ^ 6 Si Iva-Costa y cols, 2005
Repùblica Checa 89 20,2
Esiovaquia 53 34,0
Hungria 2005-2006 90 varios 26,7 Gracia, 2009
Polonia 277 17,0
Rumania 180 7,8
Paises balticos 74 4,1
Israel 1996-1999 530 varios 1,8 Nir-Paz, 2006
Iran 1995-1997 1.335 ENF 0,2 Jasir, 2000
China 2005-2006 222 ENF 97,3 YaolingMa, 2008
Estados Unidos 1999-2006 3.325 INV 9,1 Beneden, 2008
Canadà 2001 500 ENF 14,4 Katz, 2003
Espana










1999-2005 17.232 >85%ENF 21,3
Perez-Trallero,
2007
Espafia 2004 530 ENF y otros 21,7 Tamayo, 2005




5.2. Resistencia a tetraciclinas
5.2.1. Clasifîcaciôn y estructura quimica
Las tetraciclinas son una familia de productos naturales (clortetraciclina, 
oxitetraciclina, tetraciclina) y semisintéticos (doxiciclina, minociclina) producidas por 
diferentes especies de Streptomyces spp. que actùan inhibiendo la sintesis de proteinas 
bacterianas (Damaso, 2006; Perez-Trallero, 2003).
Las tetraciclinas poseen un nùcleo de estructura tetracfclica lineal compuesta de 
cuatro an il los fusionados (Figura 17). La suma de los diferentes grupos funcionales ha 
dado lugar a numerosos compuestos que pueden agruparse en très generaciones segùn el 
orden de su descubrimiento (Damaso, 2006; Perez-Trallero, 2003).
OH CH3
H H :
OH 0  OH 0  0
Figura 17. Estructura de la tetraciclina.
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5.2.2. Ëspectro antimicrobiano
Las tetraciclinas poseen un amplio espectro antimicrobiano, son inicialmente 
activas frente a bacterias gram positivas , gram negativas, chlamydias, micoplasmas, 
rickettsias y algunos protozoos. En la actualidad su uso es limitado debido a la 
resistencia adquirida (Connell, 2003; Perez-Trallero, 2003; Villedieu, 2003).
Las tetraciclinas fueron el primer grupo de antibiôticos denominado de amplio 
espectro. Debido a esta caracteristica, a su relativa seguridad y su bajo coste, han sido 
utilizados ampliamente en todo el mundo (Roberts, 2002).
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S.2.3.2. Bombas de expulsion activa
Son unas protei'nas denominadas “ major facilitator superfamily ” (MFS) que se 
asocian a la membrana y expulsan el antibiôtico fuera de la célula. Este tipo de 
resistencia a tetraciclina es una de las mejor estudiadas (Chopra, 2001).
Los genes que codifican las bombas de expulsiôn activa se observan tanto en 
microorganismos gram positivos como gram negativos (Chopra, 2001; Roberts, 2005).
Se han descrito 23 genes que codifican para bombas de flujo mostrados en la 
Tabla 9 (Roberts, 2005). tet(K) y tet(L) son los responsables de esta resistencia en 
Streptococcus, resistencia poco comùn en este género (Chopra, 2001).
5.2 3.3. Genes de resistencia a tetraciclina y su asociaciôn con 
elementos moviles
Tanto el bombeo activo como la protecciôn de la inhibiciôn del ribosoma son 
mecanismos de resistencia clmicamente relevantes y ambos suelen estar relacionados 
con la adquisiciôn de elementos môviles de resistencia. Existen muchos genes de 
resistencia a tetraciclina y un gran numéro de ellos se asocian con elementos môviles, 
sea en forman de plâsmidos, transposones o integrones. En los integrones, junto al gen 
que confiere resistencia a tetraciclinas, con frecuencia se encuentran otros genes {gene 
casettes) que confieren resistencia a otros antibiôticos (Perez-Trallero, 2003).
Muchos estreptococos comensales orales del grupo viridans han adquirido 
tet(M), tet(O), tet(L) o tet(K), asi' como las especies patôgenas de estreptococos S. 
pneumoniae y S. pyogenes. A lo largo del tiempo las bacterias comensales gram 




El gen tet(M) a menudo esta asoeiado con elementos conjugativos como la 
familia de trasposones lx\916-lnl545. Esta familia de transposones conjugativos esta 
ampliamente distribuida en diferentes géneros bacterianos. Como se ha comentado, con 
frecuencia se encuentran asociados estos elementos moviles con otros genes (gene 
casettes) que confieren resistencia a otros antibioticos. La combinacion de tet(M) y 
erm(B) es comun en gram positives como estreptococos, estafilococos y enterococos 
(Ayer, 2007; Brenciani, 2007; Chopra, 2001; Malhotra-Kumar, 2005; Roberts, 2005; 
Valdezate, 2009).
El gen tet(O) en un principio no se asocia con elementos conjugativos, es movil 
solo en plasmidos conjugativos y puede ser transferido entre estreptocococos y 
Campylobacter (Chopra, 2001). Sin embargo, se ha observado que el modo de 
diseminaciôn ha cambiado con la reciente caracterizacion de transposones conjugativos 
que lie van tet(O) unido a mef(A) o erm(A) (Bacciaglia, 2007; Giovanetti, 2003; 
Malhotra-Kumar, 2005; Roberts, 2005). Estos transposones son transferidos por 
conjugacion entre diferentes cepas de S. pyogenes y Enterococcus faecalis. Este nuevo 
elemento conjugativo puede permitir la amplia diseminaciôn de este gen en el futuro 
(Roberts, 2005).
5.2.4. Epidemiologia de la resistencia a tetraciclina
Las tetraciclinas ademas de presentar un amplio espectro de accion, son uno de 
los antibioticos disponibles mas baratos. Sin embargo, la emergencia de resistencia 
bacteriana a este antibiotico y el désarroilo de agentes altemativos ha limitado su uso 
(Chopra, 2001).
En pafses como Reino Unido, Espana y EEUU se ha restringido su uso en 
medicina, disminuyendo su aplicacion en el caso de humanos (Bremon, 2000; Davey, 
1996; McCaig, 1995). A pesar de la prohibicion de la Union Europea como promotores 
de crecimiento en animales, parece que su administraciôn continua siendo una prâctica 
habituai en el uso veterinario (Perez-Trallero, 2003).
A mediados de 1970, la resistencia a tetraciclina fue comùn en enterobacterias, 
estafilococos, estreptococos y bacteroides. En el caso de S. pyogenes, la informaciôn
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disponible para este antibiotico es menor que en el caso de macrolidos. En general se 
observan unas elevadas tasas de resistencia en los diferentes paises del mundo como se 
muestra en la Tabla 10.
Tabla 10. Tasas de resistencia a tetraciclina descritas en diferentes pafses.
Pais Ano n" cepas Origen Resistenda tetraciclina (%)
Dinamarca 1990-1999 92 NI 3 ^ 7
Grecia 2003-2006 1160 varies 18,9
Portugal 1998-2003 1321 ENF 38,7
Corea 2003-2004 63 varies 19,0
Israd 1996-1999 530 varies 23,6
Iran 1995-1997 1335 ENF 42,0
China 2005-2006 222 ENF 94, 1
Japon 1991-2003 120 varies 26,7
Espana
(Madrid) 1988-1992 330 varies 10,9
Espana


















invasivas; NI: no indicado.
En general, las tasas de resistencia en Espana son mas bajas que en otros pafses. 
Los principales datos proceden de Madrid con 7,3% de resistencia entre 1992-1999 y 
13,1% entre 1994-2001, sin embargo se describen valores de hasta un 25,4% entre 
1999-2003 en Barcelona (Betriu, 2004; Orden, 1996; Rivera, 2006).
OBJETÎVOS

OBJET! v o s
Streptococcus pyogenes es el agente causal de una extensa variedad de cuadros 
clinicos. En las ultimas cuatro décadas, la incidencia de las enfermedades producidas 
por SGA han experimentado una disminuciôn en los paises industrializados llegândose 
a considerar casi completamente erradicadas. Sin embargo, en 1980 se observa una 
reemergencia de enfermedades invasivas graves como fiebre reumâtica, slndrome de 
shock tôxico estreptocôcico, bacteriemia, fascitis necrotizante e incluso brotes 
epidémicos de escarlatina (Cunningham, 2000; Efstratiou, 2000). Al mismo tiempo se 
ha observado un incremento en la resistencia a antibioticos empleados como tratamiento 
alternativo a la penicilina, principal antibiotico de elecciôn. Elevadas tasas de 
resistencia a tetraciclina y macrôlidos se han detectado en diverses paises, siendo esta 
ultima muy elevada en paises mediterrâneos.
Numerosos estudios han descrito cambios en la epidemiologia de las 
enfermedades producidas por SGA, principalmente en el Norte de Europa y America. 
De modo que el anâlisis de los cambios en la epidemiologia y virulencia de las cepas 
circulantes son importantes para reconocer y controlar este tipo de infecciones. En 
Espana hay poca informaciôn disponible sobre la epidemiologia de las cepas circulantes 
a nivel global. Para obtener una “fotografïa” de las cepas que producen infecciones 
invasivas y otros cuadros clinicos en cuanto a su composiciôn antigénica, resistencia a 
antimicrobianos y factures de virulencia se plantean los siguientes objetivos:
1. Tipificar las cepas de S. pyogenes espanolas recibidas en el Centro Nacional de 
Microbiologia entre 1994-2006, basândonos en las caracteristicas antigénicas de la 
proteina T y la secuencia del gen emm.
2. Relacionar la distribuciôn de estos tipos antigénicos y los cuadros clinicos 
producidos.
3. Caracterizar molecularmente los aislados mediante electroforesis en campo pulsado y 
correlacionar patrones obtenidos y formula antigénica.
4. Estudiar el perfil de 10 genes de toxinas implicados en la virulencia mediante PCR 
multiple y analizar su relaciôn con los serotipos y cuadros clinicos mas graves.
I
5. Analizar la sensibilidad de las cepas a los principales antibioticos empleados en el 
tratamiento de las infecciones producidas por SGA.
6. Caracterizar fenotlpica y molecularmente los mecanismos de resistencia a macrôlidos 
y tetraciclina.
7. Obtener informaciôn de la cobertura vacunal en nuestro medio, en funciôn de los 
tipos T y emm prédominantes en Espana.
MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS ■
1. ORIGEN DE LAS CEPAS
Se han estudiado 898 cepas de Streptococcus pyogenes recibidas en el 
Laboratorio de Referencia del Servicio de Bacteriologia del Centro Nacional de 
Microbiologia (CNM) del Instituto de Salud Carlos III entre los anos 1994 y 2006. Las 
cepas han sido enviadas por 75 laboratorios hospitalarios y centros de salud de distintas 
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Figura 18. Distribuciôn de los 75 laboratorios hospitalarios y centros de salud de las distintas 















ElConjuntivitis B  Infecciones ô se a s  y fiebre reumâtica
□  Infecciones respiratorias □  Otitis
B  Fascitis necrotizante □  Shock tôxico
B Infecciones genitourinarias □  S ep sis  y meningitis
B  Portadores y Contactas □  Faringoamigdalitis
□  Celulitis y otras infecciones de piel □  Escarlatina
Figura 19. Cuadros clinicos producidos por cepas de S. pyogenes  (n=898) recibidas en el CNM  
entre 1994 y 2006. Se indica el num éro de cepas registrado para cuadro clinico y entre 
parentes is el porcentaje de representacion frente al total.
Las cepas de SGA fueron responsables de variedad de cuadros clinicos, desde 
simples faringitis hasta infecciones invasivas graves como fascitis necrotizante, shock y 
sepsis. El amplio espectro de los cuadros clinicos producidos por SGA se muestra en la 
Figura 19.
Las infecciones que se incluyen en cada grupo se indican a continuaciôn:
Celulitis e infecciones de piel: celulitis (140), eczema (1), panadizo (4), herida (7), 
infecciôn picadura (2), ulcéra (5), impétigo (2), erisipela (1), eritema (1).
Infecciones genitourinarias: vaginitis (39), infecciones del tracto urinario (2), ulcéra 
genital (1), balanitis (8), endometritis (2), abceso cervical (2) y bartilinitis (1).
Infecciones respiratorias: Absceso de pulmôn (1), empiema (2), derrame pleural (1) y 
neumonia (19).
Infecciones ôseas y fiebre reumâtica: Artritis (3), fiebre reumâtica (5), osteomielitis 
(2) y poliartritis (2).
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La escarlatina (n= 192) fue el cuadro clinico mayoritario junto con celulitis e 
infecciones de piel (n=163), asi como la faringoamigdalitis (n=162). Entre las muestras 
recibidas bubo una amplia representacion de enfermedades invasivas graves (17,4%) 
como fueron sepsis, shock tôxico y fascitis necrotizante.
Las cepas procedieron de 21 fuentes de aislamiento como se muestra en la Tabla
11. El exudado nasofaringeo fue la principal fuente de aislamiento (50,4 %) seguido de 
sangre (14,5%) y piel (13,9%).
Tabla 11. Fuentes de aislamiento de las cepas de S. pyogenes (n=898) recibidas en el CNM 
entre 1994 y 2006, indicadas por orden de frecuencia.
Exudado nasofaringeo 453 50,4
Satire 134 14,9
Piel 125 13,9
Exudado ôtico 41 4,6
Exudado vaginal 40 4,5
Exudado de herida 37 4,1
Pus/Abscesos 23 2,6




Exudado umbilical 2 0,2
Liquido articular 2 0,2
Esputo 2 0,2
Orina 2 0,2
Cqiillado bronquial 2 0,2
Ûlcera genital 1 0,1
Amigdala 1 0,1
Conjuntiva 1 0,1
Exudado gàstrico 1 0,1
Tejido cardiaco 1 0,1
Total 898 100.0
-67-
2. IDENTIFICACION DE SGA
Todas las muestras recibidas se sembraron en plaças de agar columbia 
suplementado con 5% de sangre de oveja y se incubaron durante 18-24 boras a 37°C en 
CO2 al 5%. Tras la incubacion, se observé el tipo de hemolisis (Figura 20) y se 
realizaron las siguientes pruebas para confirmar la identificacion de las cepas 
bacterianas:
1. Método de aglutinaciôn en latex (Slidex Strepto Kit, Bio-Merieux Marcy TEtoile, 
Francia).
2. Identificacion de especie mediante pruebas miniaturizadas: rapid ID 32 STREP kit 
(Bio-Merieux Marcy EEtoile, Francia) o paneles de identificacion para Gram 
positives (Biolog, Hayward CA, EEUU).
Figura 20. La figura de la izquierda m uestra un cultive de S. pyogenes  en el que se observa (3- 
hem ôlisis del agar sangre présente en el m edio de cultive de agar colum bia. Derecha: D eteccion 
del grupo de Lancefield m ediante el m étodo de aglutinaciôn en latex. Se observa una reacciôn 
positiva frente al grupo A, caracterizada por una aglutinaciôn de las bolas de latex en color rojo 
frente al fonde verde.
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2.1. Método de aglutinaciôn en latex
El método de aglutinaciôn en latex (Slidex Strepto Kit, Bio-Merieux Marcy 
EEtoile, Francia) nos permite identificar los antigenos polisacan'dicos especiTicos de 
grupo (Lancefield), en el caso de S. pyogenes es el grupo A.
Se realizô una suspensiôn en 0,3 ml de soluciôn de enzima de extracciôn con 5 
colonias del cultivo y se incubô durante 45 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se depositô 1 gota de cada suero especiTico de grupo en los circulos de 
la tarjeta de aglutinaciôn y con una pipeta pasteur se anadiô una gota del extracto 
bacteriano.
El contenido de cada circule se homogeneizô con un bastoncillo mediante 
movimientos orbitales durante un minuto. Una reacciôn positiva para el grupo de 
Lancefiel A se manifestô con una aglutinaciôn de las particulas de latex frente a un 




2.2.1. La galeria bioquimica rapid ID 32 STREP
Rapid ID 32 STREP (Bio-Merieux Marcy EEtoile, Francia) es un sistema de 
identificacion râpida de estreptococos y microorganismos prôximos que incluye 
diferentes pruebas enzimâticas estandarizadas. Esta constituido por 32 cupulas con 
diferentes substratos deshidratados que se muestran en la Figura 21.
Se realizô una suspensiôn del cultivo bacteriano en 3ml de soluciôn salina 
ajustando la turbidez a un équivalente de 4McFarland. Se inocularon 55pl de la 
suspensiôn bacteriana en cada uno de los pocillos de la galeria bioquimica y se incubô 
durante 4 horas a 37°C en aerobiosis. Posteriormente se realizô la lectura manual de las 
pruebas bioquimicas y se analizaron los resultados obtenidos en una base de datos 
especifica suministrada por la casa comercial Bio-Merieux.
# 9 * e # e ® «
%  ^ t ü 2 ■  3 4 * 5  e 7 8 ■  9 A g  S C 0
1° #  # #  # K >’ *  : e e @ #
1 ACM QGIU BGARboim GAL MAL niB MAN GOB LAG TRE RAF 1
1 VP APPA SGALl PyrA RNAG GTA WP OLYG PUL MAL MEL Ma l
Figura 21. G aleria bioquim ica rapid ID 32 STREP kit de una cepa identificada com o 
S. pyogenes  con un 99,9%  de probabilidad.
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2.2.2. Paneles de identificacion de Gram positives
En las cepas cuya identificacion fue dudosa mediante la metodologia descrita, se 
recurrio a la identificacion con paneles de gram positives de Biolog (Biolog, Hayward 
CA, EEUU).
Los paneles de Biolog (microplacas de 96 pocillos con 95 fuentes de carbono) 
contienen cloruro de tétrazolium en cada pocillo, de modo que cuando el 
microorganismo utiliza un sustrato concrete, se reduce el compuesto anterior a 
formazân, de color violeta (Figura 22). Este principio permite revelar las microplacas 
visüaimente.
Se realizô una suspensiôn del cultivo bacteriano en los tubes suministrados por 
la casa comercial (liquide de inoculaciôn) y se depositaron 150 pl de la suspensiôn 
bacteriana en cada uno de los pocillos de la microplaca GP2 para bacterias gram 
positivas. El panel se incubô a 37°C en CO2 al 5% durante 24 horas. Posteriormente se 
realizô la lectura manual, siendo positives aquellos pocillos que presentaron color 
violeta. Los datos obtenidos fueron analizados en la base de datos especifica 
suministrada por la casa comercial Biolog.
Figura 22. Panel de identificacion de m icroorganism os gram positivos de B iolog (Biolog, 
H ayward CA, EEU U ), las fuentes de carbono usadas por SGA se observan en color violeta.
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3. TIPIFICACION DEL ANTIGENO T
La tipificacion del antigeno T se realizô mediante el método de aglutinaciôn
en porta utilizando sueros tipo-especificos (Seiken-Oxoid, Cambridge, Gran Bretana). 
Se inocularon en 5 ml de caldo Todd-Hewitt varias colonias de SGA crecidas en plaças 
de agar columbia suplementado con 5% de sangre de oveja. Se incubaron a 30°C 
durante toda la noche. Posteriormente se centrifugô el caldo a 3000 rpm durante 20 
minutos, se descartô el sobrenadante y se resuspendiô el sedimento en 0,5 ml de caldo 
Todd-Hewitt al que se anadieron 4 gotas de extracto pancreâtico de cerdo, 1 gota de rojo 
fenol y 1 gota de indicador de pH, incubândose durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, 
la suspensiôn se centrifugô a 3000 rpm durante 20 minutos y se resuspendiô el 
sedimento en 0,5 ml de PBS. Esta suspensiôn se enfrentô con los sueros serogrupo 
especiTicos en un porta y fue positiva para los tipos T que mostraron aglutinaciôn 
(Figura 23).
Figura 23. Tipificacion del antigeno T m ediante aglutinaciôn en porta. En el circulo izquierdo 
se observa la aglutinaciôn frente al suero especifico T l ,  mi entras que en el circulo derecho no 
se observa aglutinaciôn para el suero especifico T3.
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4. TIPIFICACION GEN emm (Proteina M)
La proteina M se determino mediante la secuenciacion de la region terminal 5' 
del gen emm (http://www.cdc.gov/ ncidod/biotech/strep/protocols.htlm) para ello se 
realizaron los siguientes pasos:
4.1. Extracciôn del ADN bacteriano con cloroformo
Se realize una suspension del cultivo bacteriano en 300 pi de agua destilada a la 
que se anadieron 300 pi de cloroformo, se agito en el vortex hasta su homogeinizacion. 
La suspension se incubô durante 20 minutos a 80°C y posteriormente en el congelador a 
-20°C durante otros 20 minutos. Se centrifugô a 13000 rpm 3 minutos, obteniendo una 
soluciôn con dos fases. La fase superior se traspasô a un eppendorf limpio, 
constituyendo el extracto de ADN que se utilizarà para realizar la PCR posterior 
(Ausubel, 1991).
4.2. Amplificaciôn del gen emm
Mediante la técnica de PCR se procediô a amplificar el gen em m , para ello se 
utilizaron cebadores especificos. Los cebadores empleados fueron em m \  (sentido) y 
e m m l  (antisentido), previamente descritos por el CDC de Atlanta (http://www.cdc.gov/ 
ncidod/biotech/strep/protocols.htlm). La secuencia de los mismos se muestra a 
continuaciôn:
em m \\ 5' TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA 3' 
em m li 5' GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT 3 '
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La reacciôn de amplificaciôn se llevô a cabo con el equipo comercial PuReTaq 
Ready-To-Go PCR Beads (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido). 
Este producto consta de viales de 0,2 ml ô 0,5 ml con una bolita liofilizada que tras su 
reconstitueiôn en un volumen final de 25 pl présenta las siguientes concentraciones de 
compuestos: 2,5 unidades de la ADN polimerasa Taq, una concentraciôn de cada 
nucleôtido trifostato de 200 pm en lOmM de buffer Tris-HCl (pH 9), 50 mM de KCl y
1,5 mM de MgCE
Como se ha comentado, el producto se reconstituyô en un volumen final de 25 
pl que constô de agua destilada comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU), 
cebadores especificos y extracto de ADN (apartado 4.1), las cantidades y 
concentraciones empleadas se indican en la Tabla 12.
Tabla 12. Componentes y cantidades empleadas en la reacciôn de amplificaciôn del gen 
emm con el equipo comercial PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads.
Agua destilada comercial 18
emm\ (5 picomoles/pl) 1
em m l (5 picomoles/pl) 1
Extracto ADN 5
Volumen final 25
Una vez preparada la mezcla de reacciôn se procediô a la amplificaciôn del gen 
emm mediante PCR en el termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, 
Watertown, EE.UU) con el programa de amplicaciôn indicado por el Center of Disease 
and Control (CDC) en la Tabla 13 (http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/ 
protocols.htlm). Se usô como control negativo agua destilada y como control positivo 
una muestra conocida de S. pyogenes.
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Tabla 13. Programa de amplificaciôn del gen emm. (http://www.cdc.gov/ncidod/ biotech 
/strep/protocols.htlm)
Desnaturalizaciôn inicial 94°C 1 min 1
Desnaturalizaciôn 94“C 15seg
Hibridaciôn 46T 30seg 10
Elongaciôn 72°C 1 min 5seg
Desnaturalizaciôn 94“C 15 seg
Hibridaciôn 46T 30 seg 20
Elongaciôn ITC 1 min 15seg *
Elongaciôn final 72“C 10 min 1
Conservaciôn 4°C indefinido 1
♦Incremento de 10 segundos en cada ciclo.
Posteriormente se comprobô la amplificaciôn del gen emm en un gel de agarosa 
MS8 (Conda, Madrid, Espana) al 1% en TAE Ix (Figura 24). Se cargaron en cada 
pocillo 2 pl del producto obtenido y 2 pl de Loading Dye 6x (Roche Applied Sciences, 
Mannheim, Alemania). El marcador de peso molecular X 0,07-12,2 kpb (Roche 
Applied Sciences, Mannheim, Alemania) fue el utilizado en la electroforesis que se 
désarroi 16 durante 30 minutos a 100 voltios. El gel se tinô con bromuro de etidio 
Img/ml durante 15 minutos y se captô la imagen con el programa Quantity One version 
4.6.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU).
4.3. Purificacion y secuenciacion del gen emm
Los amplicones obtenidos presentaron un tamano entre 500 pb-1600 pb y se 
purificaron con el equipo ADN and Gel Band Purification (Amersham Biosciences, 
Buckinghamshire, Reino Unido) segùn las instrucciones del fabricante. Posteriormente,
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se secuenciaron con el reactivo Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, EEUU). La reacciôn de secuenciaciôn se realizô con los componentes 
indicados en la Tabla 14 y el cebador especifico m w seq2:





Figura 24. Gel de agarosa al 1% que muestra los amplicones (1-10) obtenidos mediante PCR de 
la regiôn terminal 5 'del gen emm. X: peso molecular X 0,07-12,2 kpb.
Tabla 14. Componentes y cantidades empleadas en la reacciôn de secuenciaciôn del gen 
emm con el reactivo Big Dye Terminator V.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
EEUU).
ï CùmpWeAte» V m (#1)
Agua destilada comercial 6
Big Dye Terminator 1





La reacciôn de secuenciaciôn se llevô a cabo en el termociclador PTC-100 
Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, EEUU) con el programa indicado en 
la Tabla 15. La secuencia de cada amplicôn se obtuvo con el secuenciador automâtico 
ABI PRISM 3700 ADN Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU).
Tabla 15. Programa de secuenciaciôn del gen emm. (http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/ 
strep/ protocols.htlm)
Desnaturalizaciôn inicial 94T 3 min 1
Desnaturalizaciôn 96°C 10 seg
Hibridaciôn 55T 5 seg 25
Elongaciôn 60°C 4 min
4.4. Anâlisis de los datos
Las secuencias obtenidas se compararon con las disponibles en la base de datos 
del GeneBank usando el programa BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool: 
http://www.ncbi.nlm .nih.gov/ BLAST/) a través del servidor del NCBl (National 
Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov ). Para asignar un 
serotipo concreto se siguieron los criterios descritos por el CDC: comparar las primeras 
160 pb del extremo 5' del gen emm, considerando que dos aislados comparten el mismo 
serotipo si su identidad es > 95% para las primeras 160 pb del extremo 5'(Facklam, 
1999). Si este criterio no se cumple, la secuencia podrfa ser la de un serotipo nuevo.
I
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5. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE)
La diversidad de las cepas recibidas de S. pyogenes se estudiô mediante la técnica de 
electroforesis en campo pulsado. Para ello, se utilize la metodologia previamente descrita por 
Nguyen y cols, con algunas modificaciones.
5.1. Obtenciôn de! ADN cromosômico y lisis bacteriana
Las cepas de SGA se sembraron en plaças de agar columbia suplementado con 5% de 
sangre de oveja y se incubaron durante 18-24 horas a 37°C en CO2 al 5%. A partir del cultivo 
se realizô una suspensiôn bacteriana en buffer SE pH 7,5 (75 mM NaCl y 30 mM EDTA) y se 
midiô la densidad ôptica a 420 nm con el fin de ajustar la suspensiôn a 10  ^ufc/ml mediante 
una curva de calibrado. Una vez ajustada la concentraciôn, se tomaron 500 pl de la 
suspensiôn bacteriana y se anadieron 30 pl de mutanolisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
EE.UU) con una concentraciôn de 5000 U/ml en tampôn fosfato IM pH 6,5. Esta suspensiôn 
se mezclô a 56°C con 500 pl agarosa Megabase (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) 
al 2% preparada en SE pH 7,5. Posteriormente se depositô la mezcla en unos moldes de 
plâstico. Se dejô enfriar la agarosa, obteniendo asi unos bloques de agarosa con el ADN 
bacteriano inmovilizado.
La lisis bacteriana se realizô sumergiendo los bloques en soluciôn de lisis positiva pH
7.5 (6 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, IM de NaCl, 0,5 % Brij 58, 0,2 % deoxicolato sôdico, 
0,5 % N-lauril sarcosina) con 500 pg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU), 
incubândose a 37°C durante toda la noche. Posteriormente, se introdujeron en una segunda 
soluciôn de lisis negativa pH 9,5 (0,6 M EDTA y 1% N-lauril-sarcosina ) con 500 pg/ml de 
proteinasa K (Fermentas, Vilnius, Lituania) que se incubô a 56°C durante toda la noche. Los 
restos de la lisis bacteriana se eliminaron mediante sucesivos lavados (al menos 5) con TE pH
7.5 (10 mM Tris-HCl y ImM EDTA) a 4°C.
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5.2. Digestion del ADN bacteriano y electroforesis
El ADN bacteriano fue digerido con la enzima de restriccion Smal, enzima 
normalmente utilizada en la digestion de estreptococos. En los casos en los que el ADN de la 
cepa no fue digerible con dicha enzima se recurrio a la digestion con .^ I .
5.2.1.5maI-PFGE
El ADN cromosômico inmovilizado en los bloques de agarosa se incubô con 40U 
(unidades) de la enzima de restricciôn Sma\ (Fermentas, Vilnius, Lituania) durante 4 horas a 
30 °C y se detuvo la digestiôn con TE pH 7,5. Un tercio de cada uno de los bloques fue 
depositado en un peine de 20 pocillos, como marcador de peso molecular se utilizô el 
concatémero del fago lambda (Biolabs, Nueva Inglaterra, Reino Unido) como control de peso 
molecular. Tras colocar el peine en el molde adecuado, se vertieron 150 ml de agarosa 
Megabase (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) al 1.2%. Una vez gelificado se llevô 
a cabo la electroforesis en campo pulsado en el aparato Cheff Mapper III (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, EEUU) mostrado en la Figura 25. El programa de electroforesis 
para esta enzima fue el siguiente: un pulso inicial de 0,5 segundos y un pulso final de 40 
segundos, durante 22 horas a 6 V/cm con un ângulo de 120°.
■
Figura 25. Aparato de campo pulsado Cheff Mapper III (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU)
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5.2.2. *Sya-PFGE
Para las cepas no digeribles con Sma\ se recurrio a la digestion con la enzima de 
restriccion Sfi\ (Fermentas, Vilnius, Lituania). En este caso la digestion se realizô con 40 U de 
^ 1  a 50°C durante toda la noche. El programa de electroforesis para ^ I  fue el siguiente: un 
pulso inicial de 20 segundos y un pulso final de 75 segundos, durante 22 horas a 6 V/cm con 
un ângulo de 120° (Perez-Trallero, 1999).
5.2.3. Tinciôn y captura de la imagen
Una vez finalizadas las electroforesis, se tineron los geles con bromuro de etidio 1 
mg/ml durante 45 minutos y fueron destenidos durante 2 horas con agua destilada. 
Posteriormente se captaron las imâgenes con el programa Quantity One v4.6.1 (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, EEUU).
5.3. Anâlisis de los perfîles eiectroforéticos
5.3.1. Relaciôn filogénetica
Los distintos perfîles de campo pulsado obtenidos fueron interpretados con el 
programa InfoQuest FP versiôn 4.5 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU). El anâlisis 
de los perfîles de campo pulsado se realizô con el método de agrupamiento UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic averages ) (Nei, 1979), con el coeficiente de 
similitud de Dice y un indice de tolerancia de 1,2%.
No se consideraron las bandas inferiores 48.5 kilobases debido a una menor resoluciôn 
del gel y a la probabilidad de que los fragmentos fueran ADN môvil y no propiamente 
genômico.
Los perfîles eiectroforéticos obtenidos con Sma\ se identificaron con numéros arâbigos 
segùn el orden de apariciôn en el estudio. Los perfîles similares que difirieron en 2-3 
fragmentes fueron considerados como subtipos y se les asignô el mismo numéro de perfil
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seguido de letras ordenadas alfabéticamente. En el caso de *^I-PFGE, no se diferenciaron 
subtipos y fueron identificados con numéros arâbigos los diferentes perfîles observados.
5.3.2. Indice de discriminaciôn de Simpson
Se calculé el indice de discriminaciôn de Simspon (ID) (Hunter, 1988) para el PFGE 
con Smal y ^ L  El ID indica la probabilidad de que dos cepas no relacionadas, tomadas de la 
poblaciôn analizada, se sitùen en diferentes grupos de tipificaciôn. Estâ determinado por el 
numéro de tipos definido por el método aplicado y la frecuencia relativa de esos tipos. Se 
calculé con la siguiente ecuaciôn:
ID  =  l - [ * E i i j ( i i j . i ) / N ( N - l ) ]
N: numéro total de cepas en la muestra 
S: numéro total de tipos descritos 
n j: numéro de cepas pertenecientes al tipo j
Los valores obtenidos oscilan entre 0 y 1, un valor de 1 nos indicaria que si se 
seleccionasen al azar en la poblaciôn de estudio dos cepas no relacionadas, en el 100% de las 
repeticiones de la técnica de tipado, las cepas se situarian en distintos grupos de tipificaciôn.
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6. DETECCION DE GENES CODIFICANTES DE TOXINAS
Se analizo la presencia o ausencia de 10 genes que codifican toxinas estreptococicas 
implicadas en la virulencia del microorganismo. Los genes se amplificaron mediante una 
técnica de PCR multiple aplicada en nuestro laboratorio siguiendo la metodologia descrita per 
Schmitz y cols. (Schmitz, 2003). Los genes estudiados fueron los siguientes: spek, spe^, 
speC, speF, speG, speH, sp e l , speJ, ssa y smeZ. Se estudio la distribucion de los diez genes 
en todos los cuadros clinicos y en una seleccion de celulitis (n=140), escarlatina (n=92) y 
faringoamigdaltis (n=73).
Para realizar las PCRs se utilizo el equipo comercial PuReTaq Ready-To-Go PCR 
Beads (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido) y los extractos de ADN 
mencionados en el apartado 4.1. Se désarroilaron 2 PCRS multiples, una primera en la que se 
estudiaron speB, speF, speC y speW ; una segunda PCR multiple en la que se estudiaron ssa, 
speA, smeZ, speG y spe] (Schmitz, 2003). El gen spel fue estudiado mediante una PCR 
individual (Proft, 2001).
Los componentes y cantidades empleados para realizar cada una de las PCRs se 
indican en la Tabla 16. La secuencia de los cebadores para cada uno de los genes, asf como el 
tamano de los amplicônes obtenidos se muestran en la Tabla 17. Las PCRs se llevaron a cabo 
en el termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, EE.UU) 
segùn el programa de amplificaciôn especificado en la Tabla 17.
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■Tabla 16. Componentes de las 2 PCR multiples aplicadas en nuestro laboratorio y la PCR de spe\. 
La concentracion de los cebadores empleados es de 5 picomoles/pl.
PCR multiple 1 PCR multiple 2 PCRq?gI
ComponcnteComponente
Agua destilada'^ 
spe B sentido 
spe B antisentido ' 
spe F sentido 
spe F antisentido 
spe C sentido












Agua destilada % 
ssa sentido 
ssa antisentido 
spe A sentido 
A antisentido 
suieZ sentido 
sme Z antisentidof 
spe G sentido
G antisentido ■« 















Extracto ADN 5 pi
Volumen final 25 pi
Tabla 17. Secuencias de los cebadores usados para amplificar los diferentes genes codificantes de 
toxinas, asi como el tamano de los amplicones obtenidos y el programa de amplificaciôn 
empleado.
Gen Secuencia del cebador (5 —»3 ) Tamafiodel amplicon (pb)
* Programa de 









































678 (Proft, 2001 )
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Se utilizo agua destilada como control negativo y un extracto de ADN de S. pyogenes 
conocido como control positivo. Los productos de PCR obtenidos en cada una de las PCR 
multiples se cargaron en un gel de agarosa MS8 (Conda, Madrid, Espana) al 2% en TAE IX. 
En cada pocillo se depositaron 10 pl del producto de PCR y 5 pl de Loading Dye 6x (Roche 
Applied Sciences, Mannheim, Alemania), en los extremos se incluyô el patron de peso 
molecular de 100-1000 pb (Fermentas, Vilnius, Lituania). La electoforesis se llevô a cabo 
durante 80 minutos a 100 voltios.
La tinciôn se realizô con bromuro de etidio 1 mg/ml durante 30 minutos y la captaciôn 
de la imagen con el programa Quantity One version 4.6.1. (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, EEUU). En funciôn de los diferentes tamano s de peso molecular obtenidos en el gel de 
agarosa se déterminé el perfil toxigénico de cada una de las cepas estudiadas. En la Figura 26 
y Figura 27 se muestran las fotografias obtenidas para cada una de las PCRs multiples.
jyPcB (955 pb) 
syPcF (782 pb) 




Figura 26. Gel de agarosa al 2%  obtenido para la prim era PCR m ultiple. E n los pocillos de los 
extrem os se situa el m arcador de 100-1000 pb, el resto de los pocillos son diferentes m uestras de SGA 
donde se observan los am plicones obtenidos: speB  (955pb), speF  (782pb), speC  (584pb) y speW  
(416pb).
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sp e j (535 pb)
smeZ. (391 pb)
spe& (155 pb)
_ 1 0 0 0  pb
 ssa (706 pb)
 500 pb
_ 1 0 0  pb
Figura 27. Gel de agarosa al 2% obtenido para la segunda PCR multiple. En los pocillos de los 
extremos se situa el marcador de 100-1000 pb, el resto de los pocillos son diferentes muestras de SGA 
donde se observan los amplicones obtenidos: ssa (706 pb), speJ (535 pb), smeZ (391 pb) y speG (155 
pb).
La electroforesis del producto obtenido para spel se realizô en la cubeta rapida Mother 
E-base (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU), para ello se cargo en cada pocillo 3 pi de 
producto, 15 pi de agua destilada y 2 pi de de Loading Dye 6x (Roche Applied Sciences, 
Mannheim, Alemania). La electroforesis se llevô a cabo durante 6 minutos con el programa 
EG. Este gel es pretenido, de modo que se captô la imagen directamente con el programa 
Quantity One versiôn 4.6.1. (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU).
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7. SENSIBILIDAD A ANTHVUCROBIANOS
Se estudio la sensibilidad de las cepas de S. pyogenes a 6 antimicrobianos mediante E- 
test (AB BIODISK, Solna, Suecia): penicilina, vancomicina, eritromicina, clindamicina, 
tetraciclina y rifampicina (Figura 28).
Figura 28. Antibiograma de SGA mediante E-test para los 6 antimicrobianos estudiados.
A partir de una suspension 0,5 McFarland del cultivo bacteriano se inoculo 
uniformemente una plaça de 150 mm de agar Mueller-Hinton suplementado con 5% de sangre 
de oveja. Posteriormente se depositaron las 6 tiras de antibiôtico sobre la superficie de la 
plaça separadas entre si una distancia suficiente para que no interfirieran. La plaça se incubô a 
37°C con un 5% de CO2 durante 24 horas. La lectura de los antibiogramas se realizô usando 
los criterios de sensibilidad del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSl, 2005) 
indicados en la Tabla 18.
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Tabla 18. Rango de concentraciones de los E-test y puntos de corte de resistencia segùn el CLSI 
(CLSI, 2005).
Penicilina (0,02-32) -
Vancomîcpia /(0 ,016*256)' ■
Eritromicina (0,016-256) >1
ClindaÉiioma. ; . ç ( o , o i W 4 . ;  ' ;
Tetraciclina (0,016-256) >8
Rifampicma - ^  (0,002:32). : ->4 , -
8. CARACTERIZACION DE CEPAS RESISTENTES A MACROLIDOS
8.1. Caracterizacion fenotipica de cepas resistentes a macrolidos
Las cepas cuya concentracion minima inhibitoria fue mayor o igual a uno se 
consideraron resistentes a eritromicina. En estas cepas se procediô a identificar el fenotipo de 
resistencia a macrolidos segùn el método de doble difusion en disco descrito por Seppala y 
cols (Seppala, 1993).
Se inoculo uniformemente una plaça de 90 mm de agar Mueller-Hinton suplementado 
con 5% de sangre de oveja con una suspension 0,5 McFarland del cultivo bacteriano. Se 
depositaron discos de eritromicina (15 pg) y clindamicina (2 pg) (Becton Dickinson 
Microbiology Systems, Cockeysville, MD, EEUU) sobre la superficie de la plaça separados 
entre si 15-20 mm. La plaça se incubô durante 18-24 h a 37°C en 5% de CO2
Tras la incubaciôn se pudieron diferenciar très tipos de fenotipos: MLSb c (resistencia 
a macrôlidos, lincosamidas y estreptogramina B constitutiva), MLSb : (resistencia a 
macrôlidos, lincosamidas y estreptogramina B inducible) 0 fenotipo M (resistencia a 
macrôlidos sin inducciôn de resistencia a clindamicina ) (Fiebelkom, 2003; Giovanetti, 1999; 
Seppala, 1993).
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El fenotipo M L S b  c  es resistente a eritromicina y clindamicina. En las plaças 
sembradas con los discos de antibiôticos no aparece halo alrededor de los mismos o el halo es 
muy pequeno debido a la resistencia, estos halos son redondeados.
Las cepas con fenotipo MLSb : son resistentes a eritromicina pero no a clindamicina. 
Al observar las plaças con los dos discos antibiôticos se observa que el halo de clindamicina 
que esta junto a la eritromicina esta despuntado (D), esto indica que la presencia de 
eritromicina induce resistencia a clindamicina permitiendo el crecimiento del microorganismo 
en esta zona.
Las cepas con fenotipo M al igual que en el caso anterior son resistentes a 
eritromicina y sensibles a clindamicina. Se distinguen del anterior porque no se induce 
resistencia a clindamicina y por tanto, no hay inhibiciôn del halo alrededor del disco de 
clindamicina.
Figura 29. Plaça de M uller-Hinton en la que se observa el fenotipo M de resistencia a macrôlidos. 
A rriba esta situado el disco de eritrom icina y abajo el de clindamicina.
8.2. Detecciôn de genes de resistencia a macrôlidos
Se estudiaron 4 genes de resistencia a macrôlidos mediante PCR: erm{K), erm (TR), 
msr(D) y  meJ(A/E) (Luthje y Schwarz, S., 2007; Malhotra-Kumar, 2005; Seppala, 1998; 
Sutcliffe, 1996). A partir del extracto de ADN obtenido como en el apartado 4.1, se procediô 
a realizar PCRs individuales para cada uno de los genes.
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La reacciôn de amplificaciôn se llevô a cabo con el equipo comercial PuReTaq Ready- 
To-Go PCR Beads (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido) con la 
cantidades indicadas en la Tabla 19, en el termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ 
Research, Watertown, EE.UU). Los cebadores especiTicos de cada gen y el programa concrete 
de amplificaciôn se indican en la Tabla 20. Se usaron contrôles positives para todas las PCRs 
y como control negativo agua.
T abla 19. Componentes y cantidades empleadas en la amplificaciôn de los genes de resistencia a 
macrôlidos con el equipo comercial PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads. Los cebadores utilizados 
fueron espedficos para cada uno de los genes estudiados.
Agua destilada comercial 18
Cebador sentido (5 plcomoles/pl) 1
Cebador antisentido (5 picomoles/pl) 1
Extracto ADN 5
Volumen final 25
T abla 20. Secuencias de los cebadores utilizados en la amplificaciôn de los genes de resistencia a 
macrôlidos, tamano del amplicôn obtenido y programa de amplificaciôn.
erm{B) G A A AAGGTACTCAACCA AATA
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC ^^9
9 5 ”C / 5 m i n  
9 5 ° C / l m i n  
55°C/1  m i n  
7 2 ”C /1  m i n  






93°C /lm iu 
54”C /lm in  





GCCTTCCGGAGCTCCTACTT 4 5 6
9 5 ° C / 5 m i n  
9 5 - C / l m i n  
5 0 ”C /1  m in  
72°C/1  m in  
7 2 ° C / 1 0 m i n
x 35
Luthje, 2007
me/lA/E)  CAATATGGGCAGGGCA AG
AAGCTGTTCCAATGCTACGG 317









La electroforesis de los productos de PCR se realizô en la cubeta râpida Mother E-base 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU), en un E-gel 96 al 2% (Figura 30). Se cargaron 3 pl 
producto, 15 pl agua y 2 pl de Loading Dye 6x (Roche Applied Sciences, Mannheim, 
Alemania) en cada uno de los pocillos. Se usô el marcador de peso molecular X 0,07-12,2 kbp 
(Roche Applied Sciences, Mannheim, Alemania). La electroforesis se llevô a cabo con el 
programa EG durante 6 minutos. Este gel es pretenido, de modo que se captô la imagen 
directamente con el programa Quantity One versiôn 4.6.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, EEUU).
iarose <OPi
'  2 3 4  5 6 7 8 9 1 0 n t 2 M
Figura 30. Im agen de un E-gel 96 al 2%  en el que se observan los am plicones obtenidos para el gen 
m ej{AIE) en diferentes m uestras de SGA analizadas. En el pocillo M se situa el m arcador de peso 
m olecular X 0,07-12,2 kbp m ientras que en el pocillo 12 se observan los contrôles de m ef{klE ).
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9. DETECCION GENES DE RESISTENCIA A TETRACICLINA
Se estudiaron mediante PCR dos genes de resistencia a tetraciclina: tet{M) y tet(0) 
(Malhotra-Kumar, 2005). El proceso de amplificaciôn y visualizaciôn de los genes de 
resistencia a tetraciclina se realizô del mismo modo que para los genes de resistencia a 
macrôlidos, con los cebadores y programas especificados en la Tabla 21.

















10. DETECCION GENES DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA
En las cepas resistentes a rifampicina se procediô a secuenciar el gen rpoB con el fin 
de detectar las mutaciones asociadas con la resistencia. De modo que se secuenciaron 3 cepas 
resistentes a rifampicina identificadas y 2 susceptibles a este antibiôtico, con el objetivo de 
comparar posibles mutaciones implicadas en el mecanismo de resistencia.
10.1. Extraccion del ADN bacteriano con cloroformo
Se extrae el ADN bacteriano como se indicô en el apartado 4.1. (Ausubel, 1991).
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10.2. Amplificaciôn de! gen rpo^
A partir del extracto de ADN se procediô a amplificar el gen rpo^ mediante PCR con 
el equipo PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, 
Reino Unido) en el termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, 
EE.UU). Las cantidades empleadas son las indicadas en la Tabla 19 como en el caso de 
macrôlidos y tetraciclina, con los cebadores espedficos para rpo% y el programa de 
amplificaciôn indicados en la Tabla 22.
















Posteriormente se comprobô la amplificaciôn del gen r/?oB en un gel de agarosa MS8 
(Conda, Madrid, Espana) al 1% en TAE Ix, se cargaron en cada pocillo 2pl del producto 
obtenido y 2pl de Loading Dye 6x (Roche Applied Sciences, Mannheim, Alemania). El 
marcador de peso molecular X 0.07-12.2 kbp (Roche Applied Sciences, Mannheim, 
Alemania) fue el utilizado en la electroforesis que se desarrollô durante 30 minutos a 100 
voltios. El gel se tinô con bromuro de etidio 1 mg/ml durante 15 minutos y se captô la imagen 
con el programa Quantity One v4.6.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU).
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10.3. Purifîcacion y secuenciaciôn de! gen rpd^
El amplicôn obtenido se purificô con el equipo ADN and Gel Band Purification 
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido) y se secuenciô con el reactivo Big 
Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), para ello se preparô la 
reacciôn de secuenciaciôn con los componentes indicados en la Tabla 23.
La reacciôn de secuenciaciôn se llevô a cabo en un sentido en el termociclador PTC- 
100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, EEUU) con el programa indicado en 
Tabla 22. La secuencia de cada amplicôn se obtuvo con el secuenciador automâtico ABI 
PRISM 3700 ADN Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU).
T abla 23. Componentes y cantidades empleadas en la reacciôn de secuenciaciôn del gen rpoB.
Agua destilada comercial 6
Big Dye Terminator 1
rpoB sentido (5 picomoles/ pl) 1
Amplicôn 2
Volumen final 10
10.4. Anàlisis de las secuencias obtenidas
El anàlisis de las secuencias se realizô con el paquete informâtico DNAStar 
(DNAStar, Inc., Madison, EEUU) y el visor de cromatogramas Chromas (Chromas 2.0 beta 3. 
Technelysium). Con estos programas se compararon las secuencias obtenidas para las cepas 
susceptibles a rifampicina con las secuencias de las cepas resistentes, identificando cambios a 
nivel de ADN. Posteriormente se analizô si estos cambios produjeron algùn efecto a nivel 






1. IDENTIFICACION DE LAS CEPAS
Las 898 cepas de Streptococcus pyogenes recibidas en CNM fueron p- 
hemoliticas y presentaron el antlgeno del grupo A de Lancefield. La galeria bioquimica 
rapid ID 32 STREP y los paneles para la identificaciôn de microorganismos gram 
positivos confirmaron que las cepas recibidas eran S. pyogenes con valores > 98% de 
probabilidad.
2. VARIABILIDAD ANTIGÉNICA DE A. pyogenes
2.1. Tipos T
Se identificaron 16 antigenos T (Tabla 24), siendo los mas frecuentes T28 
(17,6%), T4 (15,3%) y T1 (14,4%). Los cinco primeros antigenos T agruparon el 64% 
de las cepas de SGA. El 7,1% (64) de las cepas estudiadas no fueron tipables (NT) 
mediante la técnica de aglutinaciôn en porta.
Tabla 24. Distribucion por orden de frecuencia de los antigenos T identificados en las 898 
cepas de S. pyogenes recibidas en el CNM entre 1994 y 2006.
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2.2. Tipos M  (gen emm)
Los genes emm identificados en las cepas de SGA se muestran en Tabla 25.
Se identificaron 39 tipos de los 124 descritos hasta el momento. Los seis 
primeros engloban el 61,75% de SGA, destacando emmA (15,3%), emmX (14,4%), 
emmlS (8,9%), emm3 (8,0%), emm\2 (7,7%) y emm6 (7,5%).
Entre los tipos M encontrados, 14/39 se identificaron en una unica cepa, 
mientras que otros 6 tipos los presentaron entre 2 y 5 cepas. Unicamente una cepa no 
fue tipable (NT) mediante esta técnica.
Tabla 25. Distribucion por orden de frecuencia de los genes emm identificados en las 898 cepas 











































2.3. Formula antigénica de SGA
El estudio de los genes emm y los antigenos T establece la formula antigénica 
que caracteriza las cepas de SGA. Como se comentô en la introduce ion, el gen emm 
puede presentar diferentes combinaciones con antigenos T. Asi de los 16 antigenos T y 
los 39 tipos emm detectados, obtuvimos 48 combinaciones antigénicas definitivas 
mostradas en la Tabla 26.
Tabla 26. Distribucion por orden de frecuencia de 48 combinaciones emm -T de SGA.
4 4 137 15,3 73 13 11 29 NT 1
1 1 129 14,4 77 13 7 33 13 1
28 28 78 8,7 58 NT 6 36 NT 1
12 12 68 7,6 84 25 6 48 28 1
6 6 67 7,5 89 B3264 6 63 NT 1
87 28 50 5,6 3 3/13 5 64 NT 1
75 25 46 5,1 60 28 5 71 NT 1
2 2 41 4,6 18 NT 3 77 14/49 1
3 NT 41 4,6 79 11 3 81 B3264 1
78 11 30 3,3 28 NT 2 83 NT 1
9 9 27 3,0 50 NT 2 88 28 1
3 3 26 2,9 62 12 2 92 NT 1
11 11 24 2,7 94/13 B3264 2 31/13 NT 1
77 28 23 2,6 5 5/27/44 1 64/52 3/13 1
44 5/27/44 20 2,2 12 NT 1 NT NT 1
22 12 13 1,4 18 18 1 Total ■ 898,
Las combinaciones mas frecuentemente observadas fueron: emmAT^ (15,3%), 
emmXTX (14,4%), mw28T28 (8,7%), emmX2TX2 (7,6%) y emm6T6 (7,5%). Estas 
cinco combinaciones supusieron el 53,5% de la poblaciôn estudiada. Este porcentaje 
aumenta hasta un 76,7% incluyendo las cinco combinaciones siguientes.
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El 50% (24) de las combinaciones emm-T identificadas fueron poco frecuentes 
en SGA, observando entre 1 y 3 cepas. Asi 18/48 combinaciones antigénicas 
presentaron 1 cepa mientras que en las 6 combinaciones restantes se observaron de 2 a 3 
cepas.
Determinados serotipos T se asocian con un unico tipo emm como es el caso de: 
emmATi, em m lTl, emm6T6, em m lTl, emm9T9 6 emm3T3. Sin embargo, algunos tipos 
T se asociaron a mas de un tipo emm: (emm2ST2S, emmS7T2S, emm77T2S, 
mw60T28); (mm l2T12, mm22T12, eww62T12); (emm75T25, emmSAT25); 
(mw89TB3264, eww94/13TB3264, mw81TB3264); (emm73T\3, emm77T\3,
emm33T\3); (emm3T3/\3, emm6AI52T3/\3); {emmAAT5/27/AA, emm5T5/27/AA).
Es menos frecuente la asociacion de un mismo tipo emm y varios tipos T: 
(emm77T2S, emm77T\3, emm77T\A/A9)', (emm3T3, emm3T3/\3).
Por otro lado, un numéro pequeno de cepas fueron no tipables para el antigeno T 
y mostraron una gran variedad de tipos emm, este hecho se da principalmente en cepas 
con baja incidencia.
Mencion a parte merecen las cepas de las combinaciones emm3T3, emm3TNT y 
emm3T3/\3, las cuales como veremos mas adelante podriamos decir que se trata de un 
cion, ya que todas presentan el mismo patron de campo pulsado. De modo que en un 
numéro importante de cepas no se détecta o no se expresa el antigeno T.
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3. FORMULA ANTIGFNICA Y CUADRO CLINICO
La correlaciôn entre formula antigénica y cuadro clinico se muestra en la Tabla
27.
Se observé una cierta asociacion entre algunos serotipos y determinados grupos 
clinicos. Asi, el serotipo emmMX fue prédominante en los cuadros clinicos de: fascitis 
necrotizante (44,2%), shock tôxico (41,3%), sepsis (26,9%), infecciones respiratorias 
(65,2%) y otitis (31,7%).
El serotipo emmATA fue el mayoritario en el caso de la escarlatina (28,6%) y fue 
el segundo mas frecuente en cepas aisladas de casos de shock tôxico (23,9%) y sepsis 
(11,9%). En celulitis e infecciones de piel, emw28T28 (27%) y emm2T2 (12,3%) fueron 
los serotipos prédominantes.
En el caso de faringoamigdalitis 4 serotipos fueron los mas abundantes: 
emml5125 (20,4%), emmATA (14,2%), emmX21X2 (12,3%) y eww87T28 (10,5%). En 
portadores, emm6T6 (26,9%) y emmATA (19,4%) fueron los mayoritarios.
Las cepas responsables de escarlatina destacaron en los serotipos: emm3THT 
(46,0%), emm9T9 (50,0%) y emmAAT5/27/AA (60,0%). En el caso del serotipo 
cmw87T28 se observé que las cepas aisladas de escarlatina (44,0%) y de 
faringoamigdalitis (34,0%) fueron muy abundantes, mientras que en emm77T2S 
(73,9%) predominaron las cepas aisladas de celulitis e infecciones de piel.
I
Abreviaturas tabla 27: emm: gen emm; T: antigeno T; Pas: fascitis 
necrotizante; Sho: shock tôxico; Cel: celulitis e infecciones de piel; Sep: sepsis; Resp: 
infecciones respiratorias; Osea: infecciones ôseas; Gen: infecciones génitales; Ot: otitis; 




Tabla 27. Correlaciôn de la formula antigénica y los cuadros clinicos producidos por SGA. En 
gris se resaltan los resultados mas destacados.
1 1 19 19 9 18 15 2 13 15 1 0 9 129
2 2 2 0 : 1 4 1 0 2 4 41
3 3 1 1 2 3 1 4 1 9 2 2 26
3 3/13 1 1 1 1 1 5
3 NT 1 3 2 3 3 19 5 5 41
4 4 2 1 1 1 2 8 1 3 4 55 23 18 137
5 5/27/44 1 1
6 6 5 5 3 2 2 4 6 7 8 T25':' 67
9 9 5 1 14 7 27
1 1 1 1 3 2 3 2 3 7 4 24
1 2 1 2 2 3 14 3 3 4 4 1 1 20 4 6 8
1 2 NT 1 1
18 NT 2 1 3
18 18 1 1
2 2 1 2 1 2 2 1 2 4 1 13
28 28 1 2 44 6 2 6 2 1 9 5 78
28 NT 1 1 2
29 NT 1 1
33 13 1 1
36 NT 1 1
44 5/27/44 1 1 1 2 1 1 2 2 2 0
48 28 1 1
50 NT 1 1 2
58 NT 2 1 2 1 6
60 28 2 2 1 5
62 1 2 1 1 2
63 NT 1 1
64 NT 1 1
71 NT 1 1
73 13 1 5 3 1 1 1 1
75 25 2 2 1 2 3 33 3 46
77 28 : l'7- 1 1 2 2 23
77 13 2 1 1 1 2 7
77 14/49 1 1
78 1 1 5 3 3 3 2 7 1 2 1 3 30
79 1 1 3 3
81 B3264 1 1
83 NT 1 1
84 25 1 2 3 6
87 28 2 1 3 2 2 17 5 50
8 8 28 1 1
89 B3264 2 1 1 1 1 6
92 NT 1 1
31/13 NT 1 1
64/52 3/13 1 1
94/13 B3264 1 1 2
NT NT 1 1
Total 43 46 163 67 23 1 2 55 41 1 192 162 93 898
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4. ANALISIS EPIDEMIOLOGICO DE CEPAS DE SGA
4.1. Anàlisis mediante Sf/ial-PEGE
Las 898 cepas de SGA fueron caracterizadas mediante PFGE con la enzima de 
restricciôn SmaL 681 fueron digeribles mientras que 217 cepas (24,2 %) no fueron 
digeribles (ND) con esta enzima. Las cepas digeribles produjeron un total de 80 
pulsotipos indicados en la Tabla 28, entre los que se identificaron 11 subtipos segùn los 
criterios de Tenover (Tenover, 1995). Los patrones de restricciôn presentaron entre 5- 
16 bandas, cuyos rangos de peso molecular oscilaron entre 48,5 y 582 Kb. Los perfiles 
con fragmentos de 7, 8 y 9 bandas fueron los mas frecuentes, presentandolos el 14,1%, 
30,9% y 22,7% de las cepas estudiadas, respectivamente. En la Figura 31 se muestra un 
gel de campo pulsado obtenido con Sma\.
I
15 T T Y T Ï  6’T t ^ S ‘" ' Î 2 “  14 15*17 18 M
Figura 31. Electroforesis en campo pulsado de cepas de S. pyogenes digeridas con la enzima 
de restricciôn Sma\. Se muestran diferentes perfiles de campo pulsado del carril 1-18: 2b, 5a, 6, 
10a, 11, 12, 21, 22, ND, 26, 28, 40, 44, 47, 48, 49, 57 y 58. M: concatémero del fago lambda.
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Tabla 28. Pulsotipos y subtipos de 681 cepas de SGA digeribles con Sma\. Se indica la formula 
antigénica para cada pulsotipo y el numéro de cepas que lo presentaron. Se resaltan en gris los 
resultados mas destacados.
....■..Ï 12 12 49
2a 78 11 15
2b 78 11 3
2c 78 11 11
3 4 4 15
4 6 6 6
5a 28 28 19
5b 28 28 10
5c 28 28 3
5d 28 28 10
5e 28 28 2
5f 88 28 1
6 2 2 22 ■ ;
7 78 11 1
8 73 13 6
9 6 6 1
10a 77 28 6
10b 77 28 17
11 4 4 6
12 22 12 5
13 9 9 25
14 28 28 1
3 .':3  - ■
15 3 3/13
3 X L .- lo iv
16 18 NT 3
17 11 11 17
18 28 28 1
19 44 5/27/44 20
20 1 1 122
21 6 6 2
22 6 6 16
23 2 2 8
24 2 2 9
25 12 12 1
26 6 6 15
27 71 NT 1
28 58 NT 1
29 94/13 B3264 2
30 62 12 2
31 77 13 7
32 28 NT 1
33 22 12 1
34 22 12 2
35 77 14/49 1
36 11 11 1
37 28 28 2
38 NT NT 1
39 60 28 1
40 2 2 2
41 1 1 3
42 50 NT 1
43 64 NT 1
44 92 NT 1
45 83 NT 1
46 58 NT 1
47 73 13 4
48 75 25 2
49 9 9 1
50 9 9 1
51a 28 28 16
51b 28 28 11
51c 28 28 3
52 12 12 2
53 63 NT 1
54 36 NT 1
55 87 28 9
56 22 12 4
57 60 28 3
58 58 NT 2
59 33 13 1
60 89 B3264 4
61 60 28 1
62 3 NT 1
62 3 3/13 1
63 64/52 3/13 1
64 11 11 6
65 50 NT 1
66 87 28 1
67 89 B3264 1
68 18 18 1
69 73 13 1
70 89 B3264 1
71 75 25 1
72 58 NT 2
73 87 28 1
74 22 12 1
75 31/13 NT 1
76 87 28 38
77 5 5/27/44 1
78 29 NT 1
79 79 11 3
80 48 28 1
Los pulsotipos se indican con numéros arabigos y los subtipos estan seguidos por letras 
ordenadas alfabéticamente. NT; cepa no tipable.
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Los patrones de restricciôn mas frecuentemente obtenidos con Smal fueron 
(Tabla 29): SmalO em m \T\ (n=122), Sma\5 eAww3T(3-3/13-NT)(n=70), SmaX 
emm\2TX2 (n=49), Smal6 e/wm87T28 (n=38), SmaX3 emm9T9 (n=25), Sma6 emm2T2 
(n=22) y Sma\9 emmAAT5/21/AA (n=20). Estos pulsotipos suponen el 30,2 % de los 
SGA digeribles con SmaX. Este valor aumenta hasta un 48,8% al tener en cuenta los 
subtipos SmaSa-Sf (n=45), SmaSXa-SXc (n=30), Sma 2a-2c (n=29) y 5'wfllOa-lOb 
(n=23) cuya similitud es mayor de un 80% para cada uno de los grupos.
Tabla 29. Pulsotipos SmaX mas frecuentes entre las cepas de SGA, indicados por orden de 
frecuencia.
I
20 1 1 122
3 3 26
15 3 3/13 4 70
3 NT 40
1 12 12 49
5a 28 28 19
5b 28 28 10
5c 28 28 3 45
5d 28 28 10
5e 28 28 2
5f 88 28 1
76 87 28 38
2a 78 11 15
2b 78 11 3 29
2c 78 11 11
13 9 9 25
10a 77 28 6
2310b 77 28 17
6 2 2 22
19 44 5/27/44 20
Como era de esperar los patrones mayoritarios corresponden a los originados por 
los serotipos prédominantes, ya que se observô una asociaciôn entre el patrôn de campo 
pulsado y el serotipo.
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Los 80 5'w^/l-PFGE se compararon con el programa InfoQuest FP version 4.5 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU). El dendograma obtenido se muestra en 
la Figura 32.
La poblaciôn estudiada fue heterôgenea con rangos de similitud entre 42,6% y 
100%. En general, los perfiles se agruparon en funciôn de la combinaciôn emm-T, salvo 
algunas excepciones. Considerando como cepas genéticamente relacionadas (clonales) 
las que presentaron perfiles con una similitud >80% (Pinho, 2006) se pudieron définir 
51 grupos diferentes.
El indice de discriminaciôn de Simpson (que mide la probabilidad de que dos 
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R 1 Ob 17
P 32 1
P 28 1
P 2c 78 1 1
P 2b 78 11 3
P 77 1
P 67 B3264 1
P 70 B3264 1
P 71 25 1
P 39 28 1
P 60 B3264 4
P 5a 28 19
P 5c 3
P 5f 1
P 5d 1 O
P 5b 1 O
P 5e 2
P 74 22 12 1
P 23 2 2 8
P 40 2 2 2
P 24 2 9
6 6 1
4 4 1 5
28 28 2
4 4 6
P 51a 28 28 16
P 51c 3









P 1 2 5
P 34 2
P 31 1 3 7
P 59 33 1











P 30 62 2
P 63 64/52 1
P 65 50 1
P 14 1
P 66 1
P 15 3 3 /NT 70
P 19 44 20
P 62 3 2
P 73 87 1
P 43 1
P 75 1
P 42 NT 1
P 45 83 1
P 6 2 2 22

















P 52 12 12 2
P 20 1 1 122
P 41 1 1 3
P 79 79 3
Figura 32. Dendograma de los pulsotipos obtenidos con Sma\ para 681 cepas de SGA.
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4.1.1. Correlacion 5/waI-PFGE y formula antigenica
Como se ha comentado en el apartado anterior, se observé una asociaciôn entre 
el patron de campo pulsado obtenido y el serotipo (Tabla 28), de modo que no se 
encontre nlngùn perfil présente en varies serotipos distintos. La ûnica excepciôn fue la 
observada en los serotipos emm3T3, emm3TNT y emm3T3/\3 que compartieron los 
perfiles SmalS y Sma62. Este nos indica que pertenecen a un mismo don y en un 
numéro importante de cepas emm3 el antfgeno T no se détecta o no se expresa.
Por otro lado, un mismo serotipo puede presentar varies perfiles de campo 
pulsado como se observa en la Tabla 30.
Los perfiles Sma20 emm\T\ y SmaA\ emm\T\ presentaron un 93,3% de 
similitud entre si, mientras que la similitud para Sma3 emmATA y Sma\ 1 emmATA fue 
de un 87,5%.
En los serotipos emm28T2S (11 perfiles), emm6T6 (6 perfiles), emm22T\2 
(5 perfiles) y emmS7T2S (5 perfiles) se observé mayor diversidad genética.
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28 NT 32 1 ND 1
2
29 NT 78 1 1
31/13 NT 75 1 1
33 13 59 1 1
36 NT 54 1 1
44 5/27/44 19 20 2 0
















62 1 2 30 2 2
63 NT 53 1 1
64 NT 43 1 1
64/52 3/13 63 1 1
71 NT 27 1 1
73 13









77 13 31 7 7
77 14/49 35 1 1




2 c 1 1  
7 1
30
79 11 79 3 3
81 B3264 ND 1 1
83 NT 45 1 1
84 25 ND 6 6
87 28
55 9 











92 NT 44 1 1
94/13 B3264 29 2 2
NT NT 38 1 1
ND= no digerible con Sma\.
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4.2. Anàlisis de las cepas no digeribles con Smal
Como se ha comentado, el 24,2 % (n=217) de las cepas no fueron digeribles con 
Sma\ (Tabla 31). Entre las cepas de SGA no digeribles (ND) destacaron emmAlA 
(n=116) y emm75T25 (n=43). Los serotipos emm6T6 (n=27) y em m \2T\2  (n=16) 
también presentaron un numéro representativo de cepas no digeribles.
Analizando la representaciôn de cepas no digeribles trente al total de cada uno 
de los serotipos concretos (Tabla 31), se observé un elevado porcentaje en los serotipos 
emmATA (84,7%) y emml5T25 (93,5%). Los datos obtenidos para emm6T6 y 
em m \2T\2  también fueron relevantes, con valores del 40,3% y 23,5% respectivamente. 
En el serotipo emmSAT25 el 100% de las cepas no fueron digeribles con Smal.
Tabla 31. Distribucién por orden de frecuencia de las formulas antigénicas de 217 cepas de 
SGA no digeribles con Smal.
4 4 116 84,7
75 25 43 93,5
6 6 27 40,3
12 12 16 23,5
84 25 6 100,0
1 1 4 3,1
12 N T 1 100,0
81 B3264 1 100,0
87 28 1 2,0
28 28 1 1,3
28 N T 1 50,0
.TÙWV l"-.. 217
% serotipos; porcentaje de representaciôn de las cepas no digeribles con Smal trente al 
numéro total de cepas présentes en cada uno de los serotipos.
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4.3. Anàlisis mediante 5//I-PFGE
En el caso de las cepas que no fueron digeribles con Smal (n=217) se recurrio a 
la digestion con la enzima de restriccion Los patrones de restriccion obtenidos
presentaron un numéro menor de fragmentes que los producidos por Smal. En este caso 
obtuvimos 23 pulsotipos (Tabla 32) que presentaron entre 3 y 6 bandas, cuyos ranges de 
peso molecular oscilaron entre 48,5 y 582 kb. En la Figura 33 se muestra un gel 
obtenido con ^ L
Al igual que en el caso de Smal, cada pulsotipo ^ 1  se asociô con un serotipo, 
que a su vez podia presentar varies patrones de restriccion diferentes. La distribucién 
de los pulsotipos y serotipos se muestra en Tabla 32.
















12 NT 15 1
12 12 16 2
6 6 17 27
18 31 1
19 1
28 28 20 1
28 NT 20 1
87 28 21 1
84 25 22 6
81 B3264 23 1
, ,,. 217
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Figura 33. Electroforesis en cam po pulsado de cepas de SGA emm4T4 digeridas con la enzim a 
de restriccion En todos los carriles se observa el pulsotipo .^ 1 ,  excepto en los carriles 13 y 
14 en los que se identifica el perfil Sfi2. M: concatém ero del fago lambda.
Los 23 perfiles se compararon con el programa InfoQuest FP version 4.5 (Bio- 
Rad Laboratories, Hercules, CA). El dendograma obtenido se muestra en la Figura 34.
Se observé un rango de similitud de 12,2% al 100 %. Considerando como cepas 
genéticamente relacionadas (clonales) las que presentaron perfiles con una similitud 
>80% (Pinho, 2006) se pudieron définir 20 grupos diferentes.
En uno de los grupos se encuadraron los patrones -^ l(n= 79) y Sfi2 (n=13) 
(Figura 33) que ùnicamente se diferenciaron en una banda y pertenecen al serotipo 
emmATA, esto indica que estân claramente relacionados. Por otro lado, Sfi A (n=2) y
Sfl 5 (n=2) también se pudieron agrupar ya que presentaron 80% de similitud, al igual 
que ocurrié con ,^18(n=3) y -^1 9  (n= l) del serotipo em m lT l.

















1 1 1 Sfi20 28 NT 2
II Sfi6 4 4 1
II I 1 Sfi1 4 4 79
1 1 1 Sfi2 4 4 13
II 1 1 Sfi13 75 25 2
II 1 1 Sfi 10 4 4 1
1 Sfl 3 4 4 7
11 1 1 1 Sfil 7 6 27
1 1 Sfi 8 4 4 1
1 II Sfi 4 4 4 2
1 II Sfi 5 4 4 2
1 1 Sfi 11 4 4 8
1 Sfi 21 87 28 1
1 1 Sfi 12 75 25 41
1 1 1 Sfi 22 84 25 6
111 1 Sfi 18 1 1 3
1 II 1 Sfi 19 1 1 1
1 Sfi 14 12 12 8










Figura 34. Dendograma de los pulsotipos obtenidos con la enzima de restriccion ^ 1  en cepas 
no digeribles con Sma\ (n=217).
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5. ESTUDIO DE BROTES
Se estudiaron 18 brotes de SGA durante el période 1994-2006. Los brotes 
fueron causados por varies serotipos y el rango de cuadros ch'nicos fue amplio. Las 
caracteristicas de los brotes se muestran en la Tabla 33.
Tabla 33. Brotes de SGA estudiados en el CNM durante un periodo de 13 anos (1994-2006).
I
1 1996 Madrid Intrahospitalario Fascitis necrotizante 3 8 78 11
2 2001 Baza Intrahospitalario Shock séptico 2 2 1 1
3 2000 Madrid Alimentario Faringoamigdalitis 1 1 1 1
4 1995 La Corufta Alimentario Faringoamigdalitis 5 3 11 11
5 1997 Madrid Familiar Celulitis 2 1 22 12













7 1996 Barcelona Comunitario Escarlatina 7 10 4 4
8 2001 Lleida Comunitario Escarlatina 4 4 3 NT
9 2004 Valencia Comunitario Escarlatina 7 7 12
1
2
10 2004 Valencia Comunitario Escarlatina 2 23 6 6
11 2004 Valencia Comunitario Escarlatina 7 87 28
12 2004 Las Palmas Comunitario Shock séptico 4 1 1
13 2005 Madrid Comunitario Escarlatina 4 9 9
14 2006 Baracaldo Guarderla Shock séptico 9 12 4 4





16 2006 Lorca Comunitario Sepsis 3 4 4
17 2006 P. Mallorca Comunitario Varios* 47 varios* varios*
18 2006 La Gomera Comunitario Escarlatina 37 _ 87 28
Se indica el aRo en que tuvo lugar el brote, la localidad, el tipo de brote, el cuadro clinico 
desarrollado y el serotipo responsable. En algunos casos hubo varios serotipos responsables. Contactos: 
Personas que tuvieron contacte con los enfermes y fueron asintomâticos.
* Los serotipos mayoritariamente implicados fueron emm^lA y emm\2T\2. Los cuadros 
ch'nicos mâs destacados: faringoamigdalitis, escarlatina y celulitis.
- 1 1 2 -
I RESULTADOS
Los brotes detectados fueron: 2 intrahospitalarios, 2 alimentarios, 2 familiares, 
11 comunitarios y 1 en una guardena. Son destacables los dos brotes intrahospitalarios 
y 3 comunitarios que cursaron con cuadros invasivos graves como fueron fascitis 
necrotizante, shock séptico y sepsis. La escarlatina fue el cuadro clinico mas 
frecuentemente observado entre los brotes (7 brotes comunitarios) ocasionados por S. 
pyogenes, presentando diversidad de serotipos.
Los dos brotes alimentarios registrados se produjeron en dos cuarteles militares, 
el cocinero fue el principal origen de la infeccion. En ambos casos se identified la cepa 
tanto en enfermos como en contactos.
El brote familiar (brote 6) producido en el ano 2000 se caracterizo por una 
altemancia de sucesivas infecciones durante un periodo de 10 meses (Figura 35). Se 
produjo el denominado efecto “ping-pong”, en el que diferentes serotipos de SGA 
adquiridos de la comunidad se transmiten entre miembros de una misma familia. En 
este caso, los cuatro serotipos descritos en la Tabla 33 se altemaron entre diferentes 
miembros de la familia ocasionando faringoamigdalitis, dermatitis perianal y escarlatina 
como se muestra en la Figura 35.
Madre Midre
I
#: ■■ i » B
»  AC II AC 4 AC -
A # A ( A A A A A
2Ê P 18 AC 28 PD 28 ST II AC • 6 P -
21 marzo 28 marm éabril 19abnl 4 mayo 12jnmo Jloctubfc 30 mmembre SdUacmhre
Figura 35. Cronologia de aislados de SGA de miembros de una familia durante un periodo de 
10 meses. A: hermana de llanos; B: hermano de 10 anos; C: hermano de 4 anos; P: 
faringoamigdalitis; ST: dolor de garganta; PD: dermatitis perianal; SF: escarlatina; AC: portador 
asintomatico. -: cultivo negative. La numeracion indica el antigeno T.
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El brote 12 ocurrido en la isla de Gran Canaria entre los meses de febrero y abril 
de 2004 fue comunitario y cursô con 4 pacientes con diagnôstico de bacteriemia que 
fallecieron a consecuencia de un sindrome de shock tôxico estreptocôcico.
6. G ENES DE TO XINAS ERITRO G ENICAS
6.1. A nàlisis de genes toxigénicos
Con el fin de estudiar los genes de toxinas eritrogénicas de SGA, se analizaron 
686 cepas que incluyeron todos los cuadros cllnicos invasivos y una selecciôn de cepas 
de celulitis, escarlatina y faringoamigdalitis. Se estudiaron mediante PCR multiple 10 
genes que codifican toxinas estreptococicas: speK, speB , speC, spe¥, speG, speW, spel, 
speJ, ssa y smeZ.
Los genes speB (93,3%), speG (83,4%) y spe¥ (80,6%) fueron los mâs 
frecuentemente detectados entre las cepas de SGA. Por orden de prevalencia se indican 
los genes restantes: speC (57,1%), smeZ (35,6%), ssa (29,6%), speJ (27,6%) y speA 
(21,4%). speW (16,2%) y spel (12%) fueron los genes menos frecuentes. Estos datos se 
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6.1.1. Correlacion genes toxigénicos y cuadro clinico
La frecuencia de los genes estudiados en cada uno de los cuadros clfnicos de 
forma individual se muestra en la Tabla 34 y Tabla 35.
No se observaron diferencias notables en la frecuencia de los genes detectados 
entre cada uno de los cuadros ch'nicos. No obstante, se pueden resaltar algunos aspectos 
relevantes.
Los genes speB, speV y speG, fueron muy abundantes en la mayon'a de los 
cuadros ch'nicos (70,0-100,0%). El gen spek  se detecto aproximadamente en la mitad 
de las cepas que produjeron fascitis necrotizante (51,2% ), infecciones respiratorias 
(50,0%) y shock tôxico (41,3%), mientras que en el resto de cuadros clfnicos su 
frecuencia fue menor (8,6-33,3%). SmeZ también destaco en estos tres cuadros clfnicos 
con valores del 53,5%; 66,7% y 69,6%, respectivamente.
El gen speC destaco en el cuadro clinico de celulitis (77,1%). En el caso de spe] 
su frecuencia fue mayor en cepas de fascitis necrotizante (58,1%) y shock tôxico 
(56,5%).
speW solo se detecto en el 4,7% y 8,6 % de las cepas de fascitis necrotizante y 
portadores, en el resto de cuadros clfnicos los valores fueron mayores del 12,0%. spel 
fue poco frecuente en todos los cuadros clfnicos, en infecciones oseas no se detecto este 
gen. La representaciôn del gen ssa fue notable en los cuadros clfnicos de escarlatina 
(58,7%) e infecciones oseas (50,0%).
Como se ha comentado previamente speB, speV y speG, se observan en todos los 
cuadros clfnicos con valores mayores del 70,0%. Por tanto, destacar que en fascitis 
necrotizante alrededor del 50,0% de las cepas presentaron los genes speA, spe] y smeZ. 
En el caso de shock séptico practicamente el 70,0% de las cepas presentaron smeZ 
mientras que spe] se observé hasta en un 56,6% de los casos. En escarlatina destacé ssa 
(58,7%) y speC que se observé casi en el 50,0% de las cepas. En infecciones génitales 
speC se observé en el 67,3% de SGA, el resto de genes, excluyendo speB, speV y speG, 
fueron menos frecuentes con valores entre 23,6%-7,3%.
En sepsis y otitis después de speB, spe¥ y speG, los genes mâs frecuentes fueron 
speC y smeZ con valores entre 40,0%-46,0%.
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En celulitis destaco speQ (77,1%). En infecciones oseas speC (58,3%) y ssa 
(50%) fueron los siguientes genes destacados después de speB, spe¥ y speG.
En infecciones respiratorias smeZ y spe A, se observaron en el 66,7% y 50,0% de 
los casos respectivamente. En portadores y faringoamigdalitis destacar speC.
6.1.2. Correlacion genes toxigénicos y formula antigénica
Se analizô la frecuencia de los genes estudiados segùn el serotipo emm-T como 
se muestra en la Tabla 36 y 37, resaltando en gris algunos resultados destacables.
En general, la frecuencia de spe A  en SGA fue baja (21,4%), sin embargo, se 
detecto con elevada frecuencia en los serotipos em m \T\ (77,2%), emm3THT (76,7%), 
emm 3T3 (50,0%) y emm 3T3/13 (85,7%).
speB se detecto en todos los serotipos excepto en una cepa emm 5T5/27/44. En 
el caso de spe¥ , no se consiguiô amplificar el gen en tres serotipos: emmlXTKï,
emm 83TNT y emm NTTNT.
El gen speC destaco en varios serotipos: emm2T2 (97,1%), emml7T2S (95,2%), 
ewm75T25 (93,3%), emmWTW  (90,0%), emm6T6 (89,1%), emm2ST2S (88,0%), 
emmATA (82,7%), emm 7^T\\ (80,0%) y e/ww87T28 (75,0%). Mientras que en otros 
como emm\T\ (7,0%), emm3T3 (5,0%), emm3TK¥ (13,3%) y emm3T3l\3 (14,3%) su 
frecuencia fue menor.
speG mostrô una amplia representaciôn en todos los serotipos excepto en 
emmATA (4,9%) y emm77T2% (14,3%). spe] fue poco frecuente en SGA, en mâs de la 
mitad de los serotipos (26) estudiados no se detecto este gen. Sin embargo, se observé 
con elevada frecuencia en em m \T\ (79,8%), eww28T28 (74,7%) y emmAAT5l27IAA 
(69,2%). Al igual que spe], el gen speW fue poco frecuente, destacando en los serotipos 
em m \2T\2  (92,5%), emw75T25 (73,3%) y emm73T\3 (72,7%).
smeZ destacé notablemente en tres serotipos: emmATA (98,8%), emmXTX 
(96,5%) y e/ww87T28 (90,0%). En el resto de serotipos su frecuencia fue baja. El gen 
ssa destacé en los serotipos: mm3T(3-NT-3/13) (95,0%-93,3%-85,7%),
emmAAT5l27IAA (92,3%) y emmATA (90,1%). speX fue poco frecuente (12,0%) en las 
cepas de SGA, no obstante, destacé en em m \2T\2  (79,2%) y emm7ST23 (73,3%).
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Tabla 36. Genes de toxinas detectados en los diferentes serotipos emm-T  de 686 cepas de SGA.
1 '. b if- . 114 88 104 8 92 112 91 5 110 7 2
2 - 35 0 35 34 27 35 0 0 1 0 2
3 N T 30 28 4 , 26 30 2 1 1 28 0
3 ■. 3 20 10 16 1 14 20 2 1 0 19 0
3 3/13 7 6 7 1 7 7 1 0 0 6 0
4 4 ' 81 4 77 67 65 4 5 4 80 73 3
5 .5/27/44 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
6 6 64 2 60 57 50 61 5 2 5 2 0
9 ? 15 1 15 1 15 15 0 0 0 14 0
11 n 20 1 19 18 15 20 0 7 1 0 5
12 12 53 1 52 15 42 53 1 49 2 1 42
12 -NT 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1
18 N T 3 2 2 3 2 2 0 0 0 0 0
18 18 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0
22 12 11 4 10 7 8 11 1 0 0 11 0
28 28 75 1 68 66 54 72 56 2 3 4 1
. N T 2 0 2 2 2 2 0 1 1 1 0
29 N T 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
33 n 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0
36 N T 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0
44 5/27/44 13 0 12 2 11 13 9 1 0 12 0
43 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
50 N T 2 1 2 2 1 1 0 0 2 0 0
58 N T ' 5 0 5 1 4 5 0 5 0 4 0
60 3 0 3 1 3 0 0 0 0 0 0
62 12 2 0 2 2 2 2 0 0 2 1 0
64 ■ NT-- 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0
71  ^ .NT 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0
73 13 11 0 10 8 7 9 1 8 1 0 5
75 25 15 0 14 14 15 15 1 11 1 1 11
77 13 5 0 5 5 5 3 0 0 2 0 2
" 77 28 21 0 21 20 21 3 1 0 9 2 1
.7 7 , 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0
78 11 30 1 28 24 26 30 0 2 1 1 1
79 11 3 0 3 3 3 3 2 3 0 0 3
81 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0
■83 N T 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
84 25 3 0 3 3 3 3 0 3 0 1 3
87 20 1 16 15 15 19 8 1 18 10 0
88 28 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
89 B 3 W 6 0 5 2 4 6 0 0 0 1 0
64/52 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
94/13 B3264 2 0 2 0 2 2 0 2 0 0 0
NT- N T 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0
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I RESULTADOS
En funciôn de los datos obtenidos, podemos destacar que en las cepas emm\T\ 
la representaciôn de los genes spe A, spei y smeZ fue elevada mientras que speC fue 
poco frecuente. En el caso de ^wm3T(3-NT-3/13) destaco la presencia de spe A  y ssa, 
asi como la baja incidencia de speC.
En emmATA destacaron notablemente smeZ y ssa frente a la baja frecuencia de 
speG, gen elevadamente frecuente en las cepas SGA. En cepas emmllT2%  también 
destaco la baja incidencia de speG y una elevada frecuencia de speC.
En eww28T28 destacaron speC y spei mientras que en emm%lT2% lo hicieron 
smeZ y speG. En las formulas antigénicas emm\2T\2  y emml5T25 es destacable la 
elevada presencia de genes speW y spe\. Por ultimo, resaltar que las cepas 
^ww44T5/27/44 se caracterizaron por un numéro alto de genes spei y ssa.
6.2. Anàlisis de la formula toxigénica
Denominaremos formula toxigénica a las diferentes combinaciones observadas 
de los 10 genes estudiados. Se detectaron hasta 119 formulas toxigénicas, mostradas en 
la Tabla 38. Estos perfiles incluyeron entre 1-8 genes, siendo los perfiles de 4 y 5 genes 
los mayoritarios.
El numéro de cepas por formula toxigénica fue menor de 10 en el 85,7 % de los 
casos, solo en 17 perfiles (14,3%) se observé un numéro de cepas igual o superior a 10. 
Las combinaciones mâs frecuentes fueron: BCFG (15,5%), ABFGJZ (7,3%), BCFZssa 
(5,5%), BCFGJ (5,0%), ABFGssa (4,7%), BFGssa (4,4%), BCFGHI (4,1%), BFGHl 
(3,7%) y BCG (3,4%).
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Tabla 38. Formulas toxigénicas detectadas en 686 cepas de SGA aisladas entre 1994 y 2006. 
Las mâs frecuentes se encuentran resaltadas en gris.
I
ABGJHZssal 1 BCFZssal 1 BFGJssa 9 BCF 15
BCFJHZssal 1 BCGJZssa 1 BFGJZ 6 ; "3CG ■23
BCFGJHZssa 1 BFHZssal 1 BFGZssa 1 BCH 1
ABCFGJZ 1 BFGHZI 1 CFGZssa 1 BCZ 1
ABFGJHssa 1 BFGJZssa 1 ABCG 1 BFG 15
ABFGJHZ ABCFG 2 ABJZ 1 BFssa 1
ABFGJZI 1 ABCGH 1 ABGssa 1 BGH 3
ABFGJZssa ABCGJ 1 AGJssa 1 BGJ 1
BCFGHssal 1 ABCGssa 2 AGJZ 3 BGZ 1
BCFGHZssa 1 ABFGJ 1 BCFG 106 BHZ 1
BCFGJHI ABFGssa : 32 BCFssa 1 CFG 2
BCFGJHssa 1 ABFGZ 12 BCFZ 12 CGJ 3
BCFGJZssa 1 ABGJZ 8 BCGH 2 CGZ 1
BCFGZssal 1 ACGJZ 1 BCGJ 12 CZssa 1
BCFJHZssa 1 AFGJZ 1 BCGssa 1 FGssa 1
BFGHZssal 1 BCFGI 1 BFGH 8 FGZ 1
ABCFGJ 1 BCFGJ 34 BCGZ 1 GJH 1
ABCFGssa 2 BCFGssa 4 BCZssa 11 GJssa 1
ABCFGZ 2 BCFZssa 38 BFGJ 4 GJZ 2
ABCFZssa 5 BCFGH 6 BFGssa 30 Gzssa 2
ABFGJssa 2 BCFGI 4 BFGZ 9 BF 3
ABFGJZ 50 BCFGZ 7 BFZssa 10 BG 3
ABGJHZ 1 BCFZI 1 BGHI 5 CG 3
BCFGJH 1 BCGHI 2 BGJssa 1 CJ 1
BCFGJssa 2 BCGHssa 1 BGJZ 3 CZ 1
BCFGJZ 10 BCGJZ 2 CFGssa 2 Gssa 3
BCFGZssa 8 BCGZI 1 CGHI 1 GZ 1
BCFGZI 2 BFGGL . 25 ABG 1 Zssa 3
BCFJZssa 2 BFGHssa 4 ACG 1 G 6
BCFGHI 28 BFGJH 1 AGssa 2 - 1
Abreviaturas; A {speA), B {speB), C {speC), F {spe¥), G {speG), H {speW), J {spei), Z 
{smeZ), I {spe\).-\ ningùn gen
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6.2.1. Correlacion formula toxigénica y cuadro clinico
Los diferentes perfiles de toxinas obtenidos para cada uno de los cuadros 
clfnicos se muestran a continuacion en las tablas 39-49.
Tabla 39. Perfiles de genes de toxinas detectados en fascitis necrotizante. Se observaron 20 
perfiles diferentes (2-7 genes), las combinaciones con 5 genes fueron las mas frecuentes 
(32,6%).
ABFGJZ 8 18,6 BCFJZssa 1 2,3
ABFGJZssa 5 11,6 ABFGssa 1 2,3
BCFG 5 11,6 BCFZssa 1 2,3
BFG 4 9,3 BCFGssa 2,3
BFGJZ 3 7,0 ABCGssa 1 2,3
ABGJZ 2 4,7 AFGJZ 2,3
BFGJssa 4,7 ACG 1 2,3
BFGHl 2 4,7 Gssa 1 2,3
ABCFGJZ 1 CJ 1 2,3
ABFGJssa 1 2,3 43 100
ABCFZssa 1 2,3
Tabla 40. Perfiles de genes de toxinas detectados en infecciones oseas. Se observaron 8 perfiles 
(4-6 genes). Las combinaciones de 4 y 5 genes fueron las mâs frecuentes apareciendo ambas en 












Tabla 41. Perfiles de genes de toxinas detectados en shock tôxico. Se observaron 29 perfiles 
diferentes (2-8 genes), las combinaciones con 5 genes fueron las mâs frecuentes (32,6%).
ABFGJZ 6 13,0 BCFGHI. . 2,2
BCFZssa 5 10,9 ABCFGssa 1 2,2
ABFGJHZ 3 6,5 ABGJHZ 2,2
ABGJZ 3 6,5; BCFGssa 1 2,2
BCFGJ 2 4,3 BCGHI 2,2 .
BFGHI 2 4,3 ACGJZ 1 2,2
BCFG 2 4,3 AGJZ 2,2
CFGssa 2 4,3 BGJZ 1 2,2
BCFJHZssal 1 2,2 BFZssa ’ 2.2
ABGJHZssal 1 2,2 ABJZ 1 2,2
ABFGJHssa 1 2,2 Gzssa 2,2
BCFJHZssa 1 2,2 GJZ 2,2
BCFJZssa 1 2,2 Zssa 2,2
BCFGJZ 1 ... 2,2 - - BG 1 2,2
BFHZssal 1 2,2 46 100,0
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Tabla 42. Perfiles de genes de toxinas detectados en sepsis. Se observaron 41 perfiles diferentes 
(1-7 genes).
ABFGJZ BFGJZ 1 1,5
BCFZssa 4 6,0 BFGJssa 1 1,5
G 4 6,0 BCGZI 1,5
BCFGHI 3 4,5 BCGJ 1 1,5
ABGJZ 3 4,5 BGJZ. 1 1,5
BCFG 3 4,5 BFZssa 1 1,5
BFGZ 3 - 415 BFGH 1,5
BFGssa 3 4,5 BFGJ 1 1,5
BCF <5 BCH 1,5
BCFGJHI 2 3,0 BHZ 1 1,5
BCFGI 2 3,0 CFG 1,5
AGJZ 2 3,0 Czssa 1 1,5
BFG "2 3,0 FGZ 1,5
BCFGZssal 1 1,5 Gzssa 1 1,5
ABFGJZI 1.5 GJZ 1,5
BCFGZssa 1 1,5 GJssa 1 1,5
BFGJZssa 1 1,5 Gssa 1,5
ABFGssa 1 1,5 Zssa 1 1,5
BCFGJ 1,5 BG . 1 1,5
BCFGZ 1 1,5 BF 1 1,5
BCFGH 1 1,5 67 100,0
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Tabla 43. Perfiles de genes de toxinas detectados en infecciones génitales. Se observaron 30 
perfiles diferentes (3-7 genes). La combinaciôn con 4 genes (41,8%) fue la mâs frecuente 
seguida de las de 5 genes (30,9%).
I
BCFG 8 ABCGH 1.8
BCFGJ 4 7,3 BCFGI 1 1,8
BCG 4 BCFGH 1.8
ABFGssa 3 5,5 BCFGZ 1 1,8
BCFZ 3 : - BFGJH r 1,8'
BGH 3 5,5 CFGZssa 1 1,8
BCFGHI 2" ■ ‘ - " "I ' 1,8
BCGJZ 2 3,6 BCFssa 1 1,8
BFGJssa 2 3,6 BCGH 1,8 .
BFGH 2 3,6 BCGJ 1 1,8
BFGssa 2 3,6 BCGZ 1 1,8:
BGJZ 2 3,6 BFGJ 1 1,8
BCFGHssal I 1,8 BFG • T ■ =“ ‘ 1,8
BCFGHZssa 1 1,8 BGZ 1 1,8
BCFGZssa 1 1,8 . CGZ 1 1,8
55 100
Tabla 44. Perfiles de genes de toxinas detectados en otitis. Se observaron 19 perfiles diferentes 
(2-7 genes). Las combinaciones de 4 y 5 genes fueron las mâs frecuentes (31,7% cada una de 
ellas).
BCFG g 19^ BÇ%I' y ■ 2,4
ABFGJZ 6 14,6 BCFZssa 1 2,4
ABFGZ 5  - ' IZi^. 2,4"
BFGHl 3 7,3 BFGH 1 2,4
BCFGZssa 2 A # : ' BCG: y .  2 ,4 ,
ABFGssa 2 4,9 BCZ 1 2,4
BFGssa 2 4,9 CGTi r/ , 1 ' 2,4?
BFGZ 2 4,9 BF 1 2,4
BCFGJZssa 1 2 ^ Gssa; 2,4
BCFGHI 1 2,4 41 100
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Tabla 45. Perfiles de genes de toxinas detectados en escarlatina. Se observaron 34 perfiles (2-6 
genes), en este caso en una de las cepas no se consiguiô amplificar ninguno de los 10 genes 
estudiados. Las combinaciones de 5 y 4 genes fueron las mas frecuentes, observandose en el 37 
% y 33,7% de las cepas, respectivamente.
ABFGssa 10 10,9 ABFGZ
BCFZssa 10 10,9 BCFGJ
BFGssa 10 .10,9. BFGJZ
BCFG 8 8,7 BFGZssa
BCZssa 8 8,7 AGJssa
BCFGHI 5 5,4 BCGssa
BFGHl  ^ :5 ■ 5,4 BFGZ
ABFGJZ 4 4,3 BGJssa
BFGJssa 3 3,3 CGHI
BFGHssa 2 2,2 ABG
AGssa 2 2,2 BFG
BCG 2 2,2 FGssa
CG 2 2,2 BF
ABCFGssa 1 1,1 BG
ABFGJssa 1 . LI CZ
BCFGJZ 1 1,1 Zssa
BCGJZssa ■ 1 • l:.l nodetectado
92 00
Tabla 46. Perfiles de genes de toxinas detectados en infecciones respiratorias y una cepa de 
conjuntivitis. Se observaron 14 perfiles (4-6 genes). Las combinaciones de 5 genes fueron las 
mayoritarias (45,8%).
ABFGZ ' . 5:. 20,8 BCFGZ 1 4,2
ABFGJZ 4 16,7 BFGHssa 1 4,2
ABCFGZ .  2! : 8,3 : ÈFGJZ 1 4,2
BCFGJZ 2 8,3 ABCG 1 4,2
BFGHl 2 8,3 BCFG 1 4,2
BCFGJssa 1 4,2 BFGssa 1 4,2




Tabla 47. Perfiles de genes de toxinas detectados en celulitis. Se observaron 34 perfiles (3-7 
genes). La combinaciôn con 4 genes fue la mâs frecuente (42,9% ), en este caso la combinaciôn 
de 3 genes tuvo una amplia representaciôn (25%) con respecto al resto de los cuadros clmicos.
I
BCFG 26 ' 18,6 BFG 2: _ 1,4
BCFGJ 16 11,4 CGJ 2 1,4
BCG 15 10,7: BFGHZssal 1 0,7
BCF 12 8,6 BCFGJH 1 0,7
BCFZ 8 5,7 BCFGJssa 1 0,7
BCGJ 8 5,7 BCFZssal 1 0,7
ABFGJZ 6 4,3 ABCGJ 1 0,7
BFGssa 5 3,6 ABCGssa 1 0,7
BGHI 5 3,6 ABFGJ 1 0,7
BCFGHI 3 2,1 ABFGZ 1 0,7
BCFZssa 3 2,1 BFGH 1 0,7
BFGHl 3 2,1 BFGJ 1 0,7
BCZssa 3 ■ 2,1 BFGZ 1 0,7
ABFGssa 2 1,4 BFssa 1 0,7
BCFGI 2 1,4 BGJ 1 0;7
BCFGZ 2 1,4 CFG 1 0,7
BCGH 2 1,4 GJH 1 0,7
140 100
Tabla 48. Perfiles de genes de toxinas detectados en portadores y contactos. Se observaron 16 
perfiles (2-6 genes). La combinaciôn de 4 genes fue la mâs frecuente (48,4%).
BCFG 35 37,6 BFGHl 3 3,2
BCFZssa 10 10,8 BCFGZI 2 2,2
ABFGJZ 8 8,6 BFG 2 2,2
BFZssa 8 8,6 BCFGH 1 1,1
ABFGssa 7 7,5 BCFGZ 1 1,1
BCFGJZ 6 6,5 BCGJ 1 1,1
BCFGHI 4 4,3 BFGssa 1 1,1
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Tabla 49. Perfiles de genes de toxinas detectados en faringoamigdaiitis. Se observaron 29 
perfiles (1-8 genes). La combinacion de 5 genes fue la mas frecuente (37%).
BCFGHI 9 12,3 BCFGJHssa 1 1,4
BCFG 8 11,0 ABCFGJ 1 1,4
BCFGJ 6 8,2 BFGHZI 1 1,4
BFGHI 5 6,8 BCFGZ 1 1,4
BFGssa 5 6,8 BCGHI 1 1.4
BCFGZssa 4 5,5 BCGHssa 1 1,4
ABFGssa 4 5,5 BFGHssa 1 1,4
BCFZssa 4 5,5 BCFZ 1 1,4
ABFGJZ 3 4,1 BCGJ 1 1,4
BFG 3 4,1 BFGH 1 1,4
ABÇFZssa 2. 2,7 BFGJ 1 1,4
ABCFG 2 2,7 BCG 1 1,4
BCFOssa . 2 2,7 CG 1 1,4
BCFGJHZssa 1 1,4 G 1 1,4
BCFGJHI . 1 1,4 73 100
No se observé el predominio de una formula toxigénica en un cuadro clinico 
concreto, los diferentes perfiles se observaron en multiples cuadros clinicos. De modo 
que no se observé asociacién entre el cuadro clinico y la formula antigénica.
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6.2.2. Correlacion formula toxigénica y antigénica
En la Tabla 50 se observan las 17 formulas toxigénicas mas frecuentes, que 
como se ha comentado anteriormente constituyen los perfiles de toxinas que presentaron 
1G 0 mas cepas de SGA.
La formula toxigénica BCFG fue la mayoritaria, destacando en 5 serotipos 
concretos: emm6T6 (35,8%), em m lT l (21,7%), emmlSTW  (15,1%), emm2^T2S 
(10,4%) y em m W lW  (8,5%). En varias de las formulas toxigénicas restantes se 
observé una clara asociacién con formulas antigénicas (serotipos) concretas.
ABFGJZ, segundo perfil mas frecuente, y ABFGZ, fueron detectados en el 
serotipo m /w lTI, exceptuando una cepa e/w/w87T28 en el primer caso y dos cepas en el 
segundo caso. Las formulas toxigénicas BCFZssa, BCZssa y BFZssa sélo fueron 
detectadas en cepas emmATA, exceptuando una cepa ewm28T28 que también présenté el 
primer perfil. BCFGJ y BCGJ se asociaron con e/wm28T28. ABFGssa se détecté 
prâcticamente en los serotipos emw3T(3-NT-3/13). Por otro lado, BFGHI fue detectado 
ùnicamente en em m \2T\2  y emmXTHT, en el caso de BCFGHI se observé con mayor 
frecuencia en los serotipos emml5T25 y emm\2T\2. BFGssa destacé en emm9T9 
mientras que BCF lo hizo en emw77T28.
En la Tabla 51 se muestran las formulas toxigénicas que presentaron menos de 
10 cepas, debido al bajo numéro de cepas observadas no podemos deducir ninguna 
asociacién entre serotipo y perfil toxigénico. No obstante, parecen destacar BFGZ y 

























Tabla 51. Formulas toxigénicas menos frecuentes (1-9 cepas) en las cepas de SGA con sus 
correspondientes serotipos. Entre paréntesis se indica el numéro de cepas. Gen emm\ M.
I
M44T5/27/44(7) ■' ■■ BGJZ 3
BCFGZssa! . s 'y a s n s  :
BFGJssa '  ; BCFJHZssa M4T4 1
BGH M12T12(1) 3 BFGHZssal , # 1 2 T t 2  3
BFGZ MlTl (8) M73T13 (2)
ABCFGJ M6T6 1
M2T2(1) ■ CGJ h  ' \ Ü B # Z . ;î
, M3NI(1) BF M lT l(l) 3
BCFGJH M75T25 1
BCFGZssa M4T4(2) M60T28 (2) ' BCFZssa! ’3 '.,M4T4 Î
M62T1Z0) C ' .A ' t 1 BCGJZssa M87T28 1
M87T28,(4) y ) # ) # 3 ■ BmZssaf ■ ■ M4T4 1
ABGJZ MlTl 8 M71HT BFGHZI M12T12 1
M12T12(3) CG M3NT(1) 3 BFGJZssa . M33T13 -, 1
M6T6 (2) ABCGH M12T12 1











M6T6 Zssa M4T4 (2) 3 AFGJZ M1T3 1
M36NT M87T28(1) • ■ W q i . ' , : M78T11
M62TI2 ABŒOs* 2 BCFZl
M77T28 1
BCFGZ M73T13 7 M22TI2 r BCGÏ&sa- ■ .VM3NT 1
M77T28 ABCFGZ MlTl 2 BCGZI M12T12 1
M78T11 ABPCHssa ^ -  M3NT ï B F #H V ; JM73T13
M87T28 M3T3A3 • BFGZssa M87T28 1
M6T6(2) BCFGJssa M22T12 2 C F#5^T • M87T28
M Ü T ll(l) M28T28 ABCG M18NT 1
BCFGH M12TÎ2(1) 6 BCFGZI M77T13 2 ABIZ ’ MlTÎ ■ 1
M28T28(1) BCFJZssa M4T4 2 ABGssa M3T3/13 1
M78T11 (1) ABCFG .
At4T4,
2 ..... AGJssa MIT! 1
BFGJZ MlTl (5) 5
M3T3/13 BCFssa M77T28 1
M6T6(1) BCGHl M llTll 2 BCGsâ ’ NE2T12 1
M6T6(l) M73T13 BCGZ M50NT 1
ÂBCGssâ M22T12 2 ■ BGJsfe; M44TS;27/44
G M78T11(2)
M89B3264(1)





. •  ^ M6T6
1
1
M llT ll(l) . BCGH V , M im i:  . 2 ' ACG M18NT 1
ABFGJZssa MlTl 5 ■ M12T12 BCH .NTNT
M3T3(1) BCGJZ M6T6 2 BCZ M6T6 1
ABCFZssa M4T4(3) 5 ^ AGséa M3T3. 2 ' BFâsa  ^' -M28T28
M50NT(l)
CFG M5T5/27/44 2 BGJ M28T28 1
BGHl M12T12 5 M28T28 m z ■M83NT
M6T6(2) , • GJZ MiTi; . , 2 BHZ M4T4 1
BCFGssa 4 GZssa M28T28 2 CGZ . . M87T28
M22TI2(Ï). M87T28 CZssa M4T4 1
M2T2(2) 'ÆGJtiZssàt FGssâ /M7ST25 > ‘ 1 ‘
BCFGI M12T12(1) 4 BCFJHZssal M4T4 1 FGZ MlTl 1
M75T25(1) BCFGJHZssa 1. GJH
BFGHssa M58Nt 4 . ABCFGJZ MlTl 1 GJssa M3T3 1
BFGJ MlTl (1) 
M28T28 (3)
4 A # 0 % #
ABFGJZI
' # 3 '  '
MlTl
ï- i”. “ ; 
1
' l a / y
CZ M4T4
' • 1 
1
BCFGJm
M28T28(1) BCFGËsSat- M84T25 • 1 GZ- iM lTl . 1
M79T11 (2) BCFGHZssa M28NT 1 - M6T6 1
ABFGJHZ MlTl 3 BCFGJHssa ■' M44TS/27/44 ■ 1 •’•'T ’-Total - 223 ’
AGJZ MlTl 3 BCFGJZssa M4T4 1
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7. SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS
La sensibilidad in vitro de SGA a los 6 antimicrobianos estudiados se muestra en 
la Tabla 52.
Tabla 52. Actividad in vitro de 6 antimicrobianos trente a 898 cepas de SGA mediante E-test. 
S: sensible; R: resistente.
..Fonjciljpft <0,003-0,015 <0,003 0,015 898 0 0
Vancomicina 0,12-2 2 0,5 1 898 0 0
Entromicina 0,06- >256 0,25 128 603 295 32.8
Clihdamnima 0.06- >256 0,25 0.5 839 59 6,5
TcVacjclma 0.06-64 0,25 1 837 61 6,8
Rifampicina 0.007- S32 0,06 0,25 895 3 0,3
Las 898 cepas de SGA fueron sensibles a penicilina y vancomicina, detectando 
tres cepas resistentes a rifampicina. La resistencia a eritromicina alcanzo el 32,8% 
mientras que la resistencia a clindamicina y tetraciclina fue del 6,5% y 6,8%, 
respectivamente.
7.1. Analisis de la resistencia a macrolidos y clindamicina
Como se ha comentado anteriormente, el 32,8% (295) de las cepas de SGA 
fueron resistentes a eritromicina. El 6,5% (59) de todas las cepas estudiadas fueron 
resistentes a clindamicina, en ningun caso se detecto esta resistencia de modo 
independiente, sino asociada con resistencia a eritromicina.
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Tabla 53. Cepas de SGA detectadas para cada una de las concentraciones de antibiôtico 
especîficadas (eritromicina y clindamicina) analizadas mediante E-test, asf como el porcentaje 
(%) de representaciôn trente al total.
I
Eritromicina
n" cepas 51 130 274 148 4 1 3 9 63 56 60 42 57 898
% 5,7 14,5 30,5 16,5 0.4 0,1 0,3 1,0 7,0 6,2 6,7 4,7 6,3 100,0
Clindamicina
n° cepas 170 232 273 W3 j 5 1 3 0 1 0 0 0 50 898
% 18,9 25,8 30,4 18,2 ' 0,6 0,1 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 5,6 100,0
Los ranges de concentraciôn de los E-test de eritromicina y clindamina, asi 
como las cepas detectadas para cada una de ellas se muestra en la Tabla 53. La CMIsoy 
CMI90 para ambos antibiôticos se mostrô previamente en la Tabla 52.
7.1.1. Correlacion formula antigénica, cuadro clinico y resistencia a 
macrôlidos
Las 295 cepas resistentes a eritromicina mostraron 21 formulas antigénicas, 
entre ellas destacaron: e/ww4T4, ^mm75T25, mw28T28 y emm6T6. Las formulas 
antigénicas y los cuadros clinicos observados se muestran en la Tabla 54.
Considerando el total de las 898 cepas de SGA se analizô la representaciôn de 
las cepas resistentes a eritromicina trente al total de un mismo tipo emm-T (Tabla 54). 
Interesantemente, en algunos serotipos como emm75T25, mw84T25 y emmATA la 
representaciôn de las cepas resistentes a eritromicina fue muy elevada, alcanzando 
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7.1.2. Fenotipos de resistencia a macrôlidos
Se procediô a determinar el fenotipo de resistencia a eritromicina de las 295 
cepas de SGA resistentes a eritromicina, segùn el método de doble difusiôn en disco. 
Se diferenciaron tres fenotipos: M L S y  c (resistencia a macrôlidos, lincosamidas y 
estreptogramina B constitutiva), M L S b  i (resistencia a macrôlidos, lincosamidas y 
estreptogramina B inducible) y el fenotipo M .
Se observô que el fenotipo M, responsable de la resistencia a eritromicina por 
un mecanismo de bomba de expulsiôn activa, fue claramente prédominante 
presentândolo el 76,9% de las cepas, seguido del fenotipo MLSb c (20,3%) y MLSb i 
(2,7%). El numéro de cepas présente en cada fenotipo y los genes detectados de 
resistencia a macrôlidos se muestran en la Tabla 55.
Tabla 55. Fenotipos y genes de resistencia a macrôlidos observados en 295 cepas de SGA 
aisladas entre 1994-2006.
M 227 (76,9) 50 87 224 221 1
MLSbc 60(20,3) 57 11 36 17 2
MLSbi 3 8 4 3 0
Total 295 (100) 110 106 264 241 3
Eritromicina l->256 32 128
Clindamicina 0,06-0,5 0,25 0,5
Eritromicina 8->256 >256 >256
Clindamicina l->256 ^ 56 ^ 56
Eritromicina 2->256 16 32
Clindamicina 0,06-0,5 0,25 0,5
Como se muestra en la Tabla 55, se observô un alto nivel de resistencia a 
eritromicina y clindamicina entre las cepas con fenotipo MLSb c (CMI50 y CMI90 : >256 
pg/ml). Las cepas con fenotipo MLSb i mostraron CMIs sensibles a clindamicina y 
CMIs a eritromicina (CMI50: 16 pg/ml y CMI90 : 32 pg/ml) mas bajas que en el caso 
anterior. Entre las cepas con fenotipo M se observaron los mismos valores de CMIs 
sensibles a clindamicina que para MLSb i, mientras que las CMIs a eritromicina (CMI50: 
32 pg/ml y CMI90: 128 pg/ml) fueron algo mas elevadas.
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7.1.3. Genes de resistencia a macrôlidos
La presencia de los genes de resistencia erw(B), ermiJK), mej{\IE) y msr(D) 
fue investigada mediante PCR para los 295 SGA resistentes a eritromicina. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 55.
Los genes meJ{K/E) y w5r(D) fueron los déterminantes de resistencia a 
macrôlidos mas prevalentes, presentandolos 264 y 241 cepas, respectivamente. Los 
genes erm(E) y erm(JK) se detectaron en 110 y 106 cepas.
Se observaron combinaciones de genes muy diferentes en cepas con el mismo 
fenotipo. En la Tabla 56 se muestran las diferentes combinaciones de genes, con los 
correspondientes serotipos y fenotipos.
Nueve combinaciones diferentes de genes de resistencia a macrôlidos fueron 
detectadas en las cepas con fenotipo MLSb c , todas las cepas presentaron el gen erm(E) 
excepto 3 de ellas, de las cuales una presentô ^m(TR) en combinaciôn con mef{klE) y 
las 2 cepas restantes no produjeron ningun amplicôn mediante PCR para ninguno de los 
cuatro genes estudiados.
Las cepas con fenotipo MLSb € mostraron cinco combinaciones de genes y en 
todas se observô el gen ermtJK). En el caso del fenotipo M se observaron ocho 
combinaciones que presentaron el gen mej{KIE) excepto en tres cepas, dos de ellas 
llevaron w5r(D), solo y en combinaciôn con ermiJK). En la cepa restante no se 
consiguiô amplificar ninguno de los cuatro genes estudiados.
w5r(D)+ meJ{AJE) fue la combinaciôn de genes de resistencia a macrôlidos mas 
frecuente, observândose en el 38% de las cepas. msr{D)+ meJ[AIE) +erm(TR) fue la 
segunda mas prevalente al mostrarla el 19,7%. Todas estas cepas presentaron el fenotipo 
M. En tercer y cuarto lugar destacaron erm(B) + w5r(D)+ meJ{AIE) (11,2%) y erm{B) + 
msr(D)+ meJ{AIE) +em(TR) (9,2%), para los que se observaron diferentes fenotipos.
La asociaciôn entre los diferentes emm-T y los genes de resistencia a macrôlidos 
también se muestra en la Tabla 56.
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El complejo de genes mej{AIE) y msr{D) fue mayoritario en casi todos los tipos 
emm-T, esta combinacion fue detectada sola o en presencia de otros genes. Sin 
embargo, erm{B) fue el gen mas frecuente en emm\ ITl 1, detectandose solo (n=5) o en 
presencia de otros genes (n=7). Destacar que 11 de estas 12 cepas ^wwl ITl 1 también 
fueron resistentes a tetraciclina. erm(B) también fue el gen mas frecuente en las cepas 
eww28T28, observândose junto a mej{AJE) en el 46,2% de las cepas.
La combinacion w5r(D)+ mej{AJE) predomino en los serotipos emm\T\ (6/10), 
emmATA (62/116), emm6T6 (26/29) y emm \2T\2  (10/20). En el caso de emmATA 
también destaco m5r(D)+ meJ{KIE) +crw(TR)(36/l 16). En emml5T25, 7Mj^ r(D)+ 
meJ{AIE) +erw(TR)( 17/43) y erm(B) + msr{D)+ meJ{AfE) +erm(TR) (14/43) fueron las 
mas destacadas.
7.1.4. Analisis SGA resistentes a eritromicina mediante PFGE
Todos los patrones de campo pulsado obtenidos fueron analizados en el apartado 
4. En este caso se procediô a analizar de manera independiente los patrones de campo 
pulsado producidos por las 295 cepas resistentes a eritromicina. Sôlo el 26,8 % (n= 79) 
de estas cepas resultaron ser digeribles con la enzima de restricciôn Smal, se produjeron 
un total de 30 pulsotipos, con un rango de similitud de 38,78%-100%. Como se 
describiô en el apartado 4 la tendencia general fue la agrupaciôn en funciôn del 
serotipo. En el dendograma (Figura 36) obtenido con Smal no se observô una tendencia 
a la agrupaciôn en funciôn del fenotipo de resistencia.
Al comparar los perfiles de campo pulsado Smal de las cepas resistentes a 
eritromicina trente al total de un mismo pulsotipo, se observô que el 94% de las cepas 
con pulsotipo SmaSla (gmm28T28) y 73% con SmaSlb (emm2ST2S), fueron cepas 
resistentes a eritromicina.
El 73,2% (n=216) de las cepas de SGA resistentes a eritromicina (n=295) no 
fueron digeribles con la enzima de restricciôn Smal. Las 216 cepas fueron resistentes a 
eritromicina pero no a tetraciclina y presentaron el fenotipo M, excepto cuatro cepas, 
dos cepas fueron MLSb i y las otras dos MLSb c . Estas cepas no digeribles presentaron 



















P18 28 28 1 1
P2c 78 11 1 1
P15 3 3 2 1 1
P19 44 5/27/44 1 1
PlOb 77 28 1 1 2
PI 12 12 1 1
P52 12 12 1 2 1
P23 2 2 1 1
P40 2 2 1 1
P24 2 2 1 1
P6 2 2 1 1
P5a 28 28 2 1 1
P5c 28 28 2 2
P5b 28 28 3 3
P5d 28 28 5 5
P5f 88 28 1 1
P12 22 12 2 2
P45 83 m 1 1
P21 6 6 1 1
P22 6 6 1 1
P17 11 11 1 1 5 5
P64 11 11 6 6
P51a 28 28 14 1 14 1
P51c 28 28 2 2
P51b 28 28 7 8 1
P56 22 12 1 1
P27 71 m 1 1
P32 28 isrr 1 1
P20 1 1 6 5 1 1
Figura 36. Dendograma de los pulsotipos obtenidos con la enzima de restricciôn Smal para las 
cepas de SGA resistentes a eritromicina. ER: Resistente a eritromicina; ER+tetR: Resistente 
eritromicina y ademâs a tetraciclina.
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Todas las cepas no digeribles, coinciden con las analizadas en el apartado 4.3, 
exceptuando una cepa em m ^lT l^  que fue sensible a eritromicina. Las 216 cepas fueron 
analizadas con la enzima de restricciôn ,^1, el dendograma y los datos obtenidos se 
indicaron en apartado 4.3.
Se observô que las cepas de SGA no digeribles (ND) con Sma\ fueron 
aparentemente muy clonales, la mayoria de las cepas emmATA ND (79,3%) presentaron 
dos patrones con mas de una 80% de similitud, ^ 1 (7 9 ) y ^^2(13). En el caso de 
emmlSTlS  y emmôTô ocurriô lo mismo, el 95,3% de las cepas ND presentaron el perfil 
i^ l2  en el primer caso y el 100% el perfil ^ 1 7  en el segundo caso.
Todas las cepas ^mw75T25 que presentaron resistencia a eritromicina (n=43) 
resultaron ser no digeribles con Smal, de las cuales 41 mostraron un patrôn Sfi\2 y \as 2 
restantes »^13. Estas cepas resistentes constituyeron el 93,5 % del total de cepas de 
serotipo emml5T25.
En el caso del serotipo emmSAT25, las 6 cepas que encontramos en nuestro 
estudio resultaron ser resistentes a eritromicina, no digeribles con Smal y mostraron un 
patrôn Sfi22.
Tabla 57. SGA resistentes a eritromicina no digeribles con la enzima de restricciôn Smal con 
sus correspondientes serotipos, fenotipos y genes de resistencia a macrôlidos. NT; no tipable.
1 1 1 2 4 4 M 4
12 ■ Û 4 2 16 16 M 16
12 ■ NT-. 0 1 1 1 M 1
28 1 1 0 1 MLSbi 1
■ 4
. .
18 39 115 116 M 116
1 0 27 27 M 27
' % 18 32 42 41 M 42
: 1% 1 0 0 1 MLSbc 1
1 1 1 1 MLSbi 1
" 2 5 1 4 6 6 M 6
1 0 0 1 MLSbc 1
total 47 82 212 215 216
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7.2. Resistencia a tetraciclina
El 6,8% (61) de las cepas de SGA fueron resistentes a tetraciclina (Tabla 52). 
Los rangos de concentraciôn analizados, asi como las cepas detectadas para cada una de 
las concentraciones se indican en la Tabla 58. Como se observa la mayoria de las cepas 
de SGA presentaron CML sensibles de 0,12 pg/ml y 0,25 pg/ml, la CMIsoy CMI90 se 
indicaron previamente en la Tabla 52.
Tabla 58. Cepas de SGA detectadas para cada una de las concentraciones de tetraciclina 
analizadas mediante E-test, asi como el porcentaje (%) de representaciôn frente al total.
Tetradcllna
n° cepas 50 294 296 157 34 6 °  % 4 27 25 5 898
% 5,6 32.7 33,0 17,5 3,8 0,7 0.0 0,4 3,0 2,8 0,6 100,0
7.2.1. Correlacion formula antigénica, cuadro clinico y resistencia a 
tetraciclina
Se observaron 20 formulas antigénicas (emm-T) entre las cepas resistentes a 
tetraciclina (61). em m llT lS  (37,7%) fue la principal combinaciôn de serotipo 
observada entre las cepas resistentes a tetraciclina, el resto de serotipos mostraron bajos 
porcentajes de representaciôn.
Considerando el total de las 898 cepas de SGA se analizô la representaciôn de 
las cepas resistentes a tetraciclina frente al total de un mismo tipo emm-T, como se 
muestra en la Tabla 59. En los serotipos emmllT2% y emm60T2% la representaciôn de 
cepas resistentes a tetraciclina fue muy elevada, 100% y 80% respectivamente. 
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7.2.2. Genes de resistencia a tetraciclina
La presencia de los genes de resistencia a tetraciclina tet(M) y tet{0) fue 
investigada mediante PCR en las 61 cepas resistentes a tetraciclina. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 60.
Tabla 60. G enes de resistencia a tetraciclina detectados en 61 cepas de SGA aisladas entre 
1994-2006.
: emm T j1 tet(M) : tet(O) \tet(M+0) ! n"cepas
1 1 0 0 1 1
6 6 1 0 1 2
11 11 9 0 3 12
12 12 1 0 0 1
22 12 0 0 2 2
28 28 2 0 0 2
31/13 NT 0 0 1 1
33 3/13 1 0 0 1
36 NT 1 0 0 1
50 NT 0 0 1 1
58 NT 1 0 0 1
60 28 3 0 1 4
73 13 0 0 2 2
77 13 1 0 0 1
77 14/49 1 0 0 1
77 28 1 10 12 23
78 11 1 0 0 1
81 B3264 0 0 0 0
83 ■ . i : . i : 0 0 1
87:#% 28 0 0 2 2
-L/'N trr; 0 1 0 1
4 m m i  : 24 11 26 61
□□□
8 cepas ER 
ER
2 cepas ER
ER: resistentes a eritromicina
La combinacion tet(}A)+tet{0) fue prédominante (42,6%) frente a tet(M) 
(39,3%) y tet(0) (18,0%) como unicos déterminantes de resistencia.
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7.2.3. PFGE de cepas resistentes a tetraciclina
Se analizaron los patrones de campo pulsado producidos por las 61 cepas 
resistentes a tetraciclina. Todas las cepas fueron digeribles con la enzima de restricciôn 
Sma\, produciendo 30 patrones de restricciôn, con un rango de similitud de 42,16 %- 
100%. En la Figura 37 se muestra el dendograma obtenido para estas cepas.
Al analizar los diferentes perfiles de las cepas resistentes a tetraciclina frente al 
total, observamos que todas las cepas que presentaron los perfiles SmaXOa (emw77T28) 
y SmabA {emmWTW) fueron resistentes a tetraciclina. El 94,1% de las cepas que 
presentaron SmalOb {emmlll2%) fueron resistentes a tetraciclina.
PFGE
P 5 1a  
P 51b 
P 57 
P 47  
P 5 5  
P 76  
P 8 
P 39  
P 61 
P 54 
P 35  
P 12 
P 7 4  
P 7 
P 17 
P 6 4  
P 36  
P 2 6  
P 2 1  
P 7 5  
P 4 5  
P 58  
P 4 2  
P 1 0a  
P 10b 
P 31 
P 5 9  
P 52  
































































Figura 37. Dendograma de los pulsotipos obtenidos con la enzima de restricciôn Smal para las 
cepas resistentes a tetraciclina.
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7.3. Resistencia conjunta a eritromicina y tetraciclina
El 2,1 % (19 cepas) de las 898 cepas de SGA fueron resistentes a eritromicina y 
tetraciclina. Se observô que todas las cepas resistentes, excepto una (MLSb i) 
presentaron el fenotipo MLSb c de resistencia a macrôlidos. Las CMIs para eritromicina 
fueron >256 pg/ml para 18 cepas y de 32 pg/ml para la cepa restante. Las CMIs para 
clindamicina también mostraron valores >256 pg/ml en 14 de las 19 cepas. Las CMIs 
para tetraciclina fueron de 16-64 pg/ml, estos datos se indican en la Tabla 61.




n° cepas 51 130 274 148 4 3 9 63 56 60 42 57 898
% 5,7 14,5 30,5 16,5 . 0,4 0 1 0,3 1,0 7,0 6,2 6,7 4,7 6,3 100,0
CUndanicina
n° cepas 170 232 273 163 ' 5 3 0 1 0 0 0 50 898
% 18,9 25,8 30,4 18,2 - 0,6 0 1 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 5,6 100,0
7.3.1. Correlacion formula antigénica, cuadro clinico y resistencia 
conjunta a eritromicina y tetraciclina
Las 19 cepas resistentes a eritromicina y tetraciclina mostraron 7 formulas 
antigénicas, indicadas en la Tabla 62. em m W lW  (57,9%) fue el serotipo mas 
representative con 11 cepas seguido por emm2%T2% (2 cepas) y emmllT2% (2 cepas). 
Considerando el total de las 898 cepas de SGA es destacable que 11 cepas de 
emm\ ITl 1 fueron resistentes a ambos antibiôticos ( Tabla 62 y Figura 38).
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T ab la  62. Distribuciôn de la formula antigénica y cuadros clinicos observados en las 19 cepas 
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'-a % cepas 
: ER+TET/
' Sfewtfpô.....
1 129 1 1 0,8
6 - 6 67 1 1 1,5
M l A  11 - ' 24 1 1 2 2 2 3 11 ::45.8: :
12 12 68 1 1 1,5
k 28 28 < 78 1 1 2 2,6
77 28 23 1 1 2 8,7
NT 1 I 1
Total 0 0 3 1 1 1 4 3 0 2 4 0 19
Abreviaturas: n° cepas serotipo; indica el numéro total de cepas que han presentado un serotipo 
concreto entre los 898 SGA. Los diferentes cuadros clinicos se indican con abreviaturas: Fascitis 
necrotizante (PAS), shock tôxico (SHO), ceiulitis (CEL), sepsis (SEP), infeccioncs ôseas (OSE), 
infecciones génitales (GEN), otitis (OTI), conjuntivitis (CON), escarlatina (ESC), faringoam igdaiitis 
(F/A), portadores (POR). % cepas ER+TET/serotipo: indica el porcentaje de cepas resistentes a 






□  Resistente tetraciclina
9  Resistente eritromicina y 
tetraciclina
9  Susceptibles eritromicina y 
tetraciclina
F ig u ra  38. Representaciôn de cepas de SGA em m W lW  (n=24) aisladas entre 1994-2006, 
mostrando la susceptibilidad a eritromicina y tetraciclina.
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7.3.2. Genes de resistencia conjunta a eritromicina y tetraciclina
Los genes de resistencia a macrôlidos y tetraciclina, asi como la formula 
antigénica, fenotipo y los pulsotipos observados con Sma\, se indican en la Tabla 63.
Tabla 63. Cepas de SGA resistentes a eritromicina y tetraciclina aisladas en Espana entre 1994- 
2006.
I
t ' -  -1 :;' 20 erm(B) + msr(D) +mef(A/E) tet(}A) + tet (0) 1
erm(B) + msr(D) +mef(A/E) tet (M) + tet (0) 2
erm(B) + msr(D) tet (M) + tet (0) 1
I l  n 64 tet (M) 1
erm(B) tet (M) 1
erm(B) + erm(TR) +mef(A/E) tet (M) 1
11 11 17 erm(B) tet (M) 3erm(B) + erm(TR) +msr(D) tet (M) 2
12 12 52 erm(B) + msr(D) +mef(A/E)+ ermfTR) tet (M) 1
28 28 51a erm(B) tet (M) 1
28 28 51b erm(B) + ermfTR) +mef(A/E) tet (M) 1
6 6 21 erm(B) tet (M) + tet (0) 1
77 28 10b ermfTR) +mef(A/E) tet (M) + tet (0) 1erm(B) + ermfTR) +mef(A/E) tet{}A)-^tet (0) 1*
83 NT 45 ermfB) + ermfTR) +mef(A/E) tet (M) 1
Total 19
*Todas las cepas presentaron un fenotipo MLSb c excepto una cepa que fue
MLSb i.
Los genes de resistencia erm{B) y tet{M) fueron detectados en todas las cepas 
excepto en una (n=18). /e/(M) fue el ùnico déterminante de resistencia a tetraciclina en 
13 casos, mientras que en 6 fue simultaneamente detectado junto con tet{0). El gen 
tet{0) no se detectô como ùnico déterminante de resistencia a tetraciclina en ninguna de 
las 19 cepas que presentaron resistencia conjunta (eritromicina+tetraciclina).
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7.3.3. PFGE de cepas resistentes a eritromicina y tetraciclina
Se observe que todas las cepas resistentes a eritromicina+tetraciclina fueron 
digeribles con Smal. El dendograma obtenido para los distintos perfiles se muestra en la 
Figura 39. Tras analizar los pulsotipos obtenidos frente al total del mismo perfil, se 
observô que el 100% (n=6) de las cepas con patrôn Sma6A {em mW lW ) fueron 
















P51a 28 28 
P51b 28 28
Figura 39. Dendograma de los pulsotipos obtenidos con la enzima de restricciôn Sma\ para las 
cepas de SGA resistentes a eritromicina y tetraciclina.
7.4. Analisis mediante iS'ma-PFGE de cepas resistentes a eritromicina 
y/o tetraciclina
Se analizaron de manera conjunta todos los pulsotipos de las cepas resistentes a 
eritromicina y/o tetraciclina, en total fueron 337 cepas, de las cuales 276 fueron 
resistentes ùnicamente a eritromicina, 42 a tetraciclina y 19 a eritromicina+tetraciclina.
El dendograma obtenido para estas cepas se observa en la Figura 40.
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Dee (Opl:1.00%) (Toi 12%-12%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%) 
PFGE Sm a l
, y , . , ° , . P , . .  . y . . .
Smal-








P 5a 28 28 2 1 1
PSc 28 28 2 2
P5b 28 28 3 3
P5d 28 28 5 5
P5f 88 28 1 1
P23 2 2 1 1
P40 2 2 1 1
P24 2 2 1 1
P45 83 NT 1
P75 31 NT
P39 60 NT
P6 2 2 1 1
P 17 11 11 1 1 5
P7 78 11
P64 11 11 6
P36 11 11
P21 6 6 1
P26 6 6
P22 6 6 1 1
P27 71 NT 1 1
P 57 60 NT
P51a 28 28 14 1 14
P51C 28 28 2 2
P51b 28 28 7 8
P47 73 13
P55 87 28
P56 22 12 1 1
P8 73 13
P76 87 28




P 18 28 28 1 1
P 10a 77 28
P 10b 77 28 1 1
P 15 3 3 2 1 1
P 19 44 5/27/44 1 1
P42 50 NT
P 1 12 12 1 1
P52 12 12 1 2
P2c 78 11 1 1












Figura 40. Dendograma de los pulsotipos obtenidos con la enzima de restricciôn Smal para las 
cepas de SGA resistentes a eritromicina y/o tetraciclina.
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No se observô una agrupaciôn en funciôn de la resistencia a eritromicina, 
tetraciclina o ambas. Tampoco se observô agrupaciôn segùn el fenotipo de resistencia a 
macrôlidos como se comentô previamente, la agrupaciôn fue en funciôn del serotipo 
como se observô en el apartado de electroforesis en campo pulsado.
7.5. Analisis resistencia a rifampicina
El 0,3 % de las cepas de SGA fueron resistentes a rifampicina. Se detectaron 3 
cepas resistentes, 2 procedieron de ceiulitis y presentaron las formulas antigénicas 
em m llTM  y emm9T9. La tercera cepa fue la ùnica aislada de conjuntivitis y presentô 
el serotipo eww58TNT. emm22T\2 y emm9T9 fueron responsables de un brote familiar 
que corresponde con el brote 5 indicado en el apartado 5. Las CMIs observadas para 
cada una de las cepas se indican en la Tabla 64.
Se secuenciô el gen rpoB de las 3 cepas resistentes a rifampicina y 2 cepas 
susceptibles a este antibiôtico. Tras comparar las secuencias obtenidas se observaron 15 
sitios polimôrficos, todos presentaron sustituciones de bases que no tuvieron efecto a 
nivel proteico, exceptuando dos de ellas. Se identified un cambio aminoacidico de una 
serina por una leucina, Ser482-Leu (équivalente a Ser522 de Escherichia coli y Ser421 
de Streptococcus pneumoniae). El otro cambio aminoacidico se identified en la posiciôn 
486, sustituyéndose histidina por asparagina, His486-Asn (équivalente a His526 de 
Escherichia coli y Ser425 de Streptococcus pneumoniae). Esta sustituciôn no fue 
identificada entre las cepas sensibles a rifampicina. Los diferentes cambios 
aminoacidicos identificados para las tres cepas resistentes a rifampicina se muestran en 
la Tabla 64.
Tabla 64. Caracteristicas de cepas de S. pyogenes resistentes a rifampicina. * mutaciôn 
secuenciada e identificada por Herrera y cols. (Herrera, 2002).
emm 2T2 >32 Ser482-Leu TCA-TTA Ser522*
emm 9T9 >32 His486-Asn CAC-AAC His526*




Con la informaciôn recopilada sobre los serotipos M en Espana, se analizô la 
cobertura de la vacuna 26 multivalente para S. pyogenes en nuestro pais. Los 26 
serotipos frente a los que actùa la vacuna son (introducciôn apartado 5.1): 24, 5, 6, 19, 
29, 14, 1, 12, spa, 28, 3, 1.2, 18, 2, 43,94, 22, 11,59, 33,69, 101,77, 114, 75, 76 y 92.
En Espana se observaron 39 serotipos emm y la vacuna actuaria sobre 13 de 
ellos. De modo que el espectro de actuaciôn de la vacuna séria del 33, 3% para los 
serotipos espanoles, frente al 66,7% restante sobre el que no séria efectiva. En la Tabla 
65 se indican los serotipos espanoles que cubriria la vacuna.
Al tener en cuenta el n° total de cepas, la vacuna actuaria frente al 63% de la 
poblaciôn estudiada.
T abla 65. Genes emm  descritos en 898 cepas espanolas de SGA entre 1994 y 2006, en color 
gris se indican los serotipos que cubriria la vacuna 26 multivalente.
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1. Caracteristicas antigénicas de las cepas de S, pyogenes circulantes en 
Espana entre 1994-2006
Tras el anâlisis de una muestra amplia de cepas de S. pyogenes (898) 
procedentes de 75 laboratories de casi todas las Comunidades Autônomas (Figura 18), 
se identificaron 39 genes emm (proteina M). Los cinco genes emm mas frecuentes 
englobaron el 54,2% mientras que si considérâmes les 10 primeros englobâmes hasta 
el 80,4% de las cepas estudiadas. Esta acumulaciôn de cases en unes pocos serotipos es 
similar a la encontrada en la mayoria de les pafses, en les que también se detectaron 
variedad de serotipos como se observa en la tabla 6 bis.
En paises europeos se ban detectado entre 19 y 45 tipos emm diferentes (Bidet, 
2007; Luca-Harari, 2008b), algunos de elles mostrados en la tabla 6 bis. En dos estudios 
europeos en les que intervinieron 12 y 11 paises, se observaron 43 y 104 tipos emm 
respectivamente (Luca-Harari, 2009; Schmitz, 2003).
En paises no europeos la diversidad de tipos emm de SGA lue similar a la 
encontrada en Europa (tabla 6 bis), asi en Nue va Caledonia (archipiélago de Oceania) se 
han descrito 28 tipos emm, en paises de Asia como China y Nepal 24 y 45 tipos 
respectivamente (Ma, 2009; Sakota, 2006). En America (México, Hawaii y Norte 
Estados Unidos) se han descrito entre 27 y 33 tipos emm (Espinosa, 2003; Shulman,
2004), mientras que en Canada se han detectado 54 proteinas M diferentes mediante 
técnicas serolôgicas (Tyrrell, 2002).
Entre las cepas espanolas de SGA analizadas, el serotipo emmA (15,3%) fue el 
mas prevalente seguido de emm\ (14,4%), emmlS (8,9%), emm3 (8,0%) y emm\2 
(7,7%). Todos los serotipos anteriores exceptuando emmlS han sido descritos como 
responsables del 50 % de los cuadros clinicos producidos por S. pyogenes en Europa 
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En la mayoria de los paises europeos emm\, 3, 12 6 28 preceden al serotipo 
emmA, desplazândose este ultimo a la tercera y cuarta posiciôn en Francia, Grecia, 
Holanda o Alemania (Bidet, 2007; Stathi, 2008; Wahl, 2007b). El serotipo emmA se 
describe en sexta posiciôn en el programa de vigilancia Strep-EURO, en el cual 
participaron 11 pafses y se analizaron 4353 cepas (Luca-Harari, 2009). Se observa una 
baja incidencia de emmA en Dinamarca, Polonia y Noruega (Luca-Harari, 2008a; 
Szczypa, 2006).
emm\ (14,4%) y emm3 (8,0%), segundo y cuarto serotipos prédominantes en 
nuestro estudio, han sido descritos como los principales causantes de enfermedades 
invasivas graves de SGA en paises industrializados. No esta claro si estos serotipos 
predominan en cuadros invasivos porque son hipervirulentos o porque se encuentran 
entre los aislados mas prevalentes en la comunidad (Aziz, 2008). En la mayoria de los 
paises en los que se ha revisado la epidemiologia de SGA, emm\ ocupa una posiciôn 
privilegiada como serotipo prédominante en Europa, Estados Unidos, Canada y paises 
asiâticos como China o Nepal. La posiciôn en cuanto al resto de serotipos suele variar 
levemente entre diferentes estudios de un mismo pais (O'Loughlin, 2007; Sakota, 2006; 
Schmitz, 2003).
emmlS (8,9%) fue el tercer serotipo mas frecuente en nuestro estudio. Se ha 
observado un aumento de este serotipo en paises del norte de Europa, predominando en 
Dinamarca y Finlandia (Luca-Harari, 2008a; Siljander, 2006). En las cepas estudiadas 
emm2S superô incluso a emm3 (8,0%). Algo similar se observa en un estudio de 586 
cepas invasivas realizado en Alemania, en el cual emm2^ constituye el 18,3% de las 
cepas frente al 9,6% de emm3 (Imôhl, 2008).
La tendencia de los genes emm mas frecuentes en las cepas espanolas es similar 
a paises de la uniôn europea como Alemania {emm\, 3 ,4 ,6 , 11, 12), Italia {emm\, 12, 
3 y 4), Paises Bajos {emm\, 3, 89, 28, 12, 6) e incluso Canada {emm\, 12, 28, 3, 4, 11) o 
Estados Unidos {emm\, 3, 28, 12, 89). Exceptuando el serotipo emmA, que como se ha 
comentado anteriormente fue el mas prevalente entre las cepas espanolas estudiadas 
(Creti, 2007; O'Loughlin, 2007; Wahl, 2007a, 2007b). Esta distribuciôn de serotipos 
parece estar mas alejada de paises como Nueva Caledonia {emm\5, 92 y 106) o Hawai 
(emm90, 44 y 73) (Erdem, 2008; Hello, 2008).
En Espana existen pocos estudios sobre la distribuciôn de los serotipos emm y T 




limitado de cepas restringidos a un area geografica concreta, siendo la mayoria estudios 
de susceptibilidad a antibioticos o casos clinicos. Desde nuestro conocimiento uno de 
los pocos trabajos espanoles en los que se estudia la distribuciôn de serotipos de SGA es 
el realizado por Rivera y cols en 2006. Se analizaron 27 cepas invasivas y 99 no 
invasivas del hospital de Santa Creu en Barcelona. Se describe emm\ como el serotipo 
mas prevalente seguido de emm3, emmA, emm\2 y emml% (Rivera, 2006), contrastando 
de nuevo con el predominio de emmA en nuestras cepas.
En cuanto al antigeno T, se identificaron 16, de los cuales los cinco mas 
frecuentes constituyeron el 64,0% de la poblaciôn estudiada. El numéro de serotipos T 
detectados han sido mas elevados en Rumania (27), Grecia (36) o el proyecto Strep- 
EURO (50) (Koliou, 2007; Luca-Harari, 2008b, 2009).
Un 7,1% de SGA no fueron tipables mediante serologia. En EEUU, Tailandia o 
Malasia las cepas de SGA no tipables (NT) ascienden a 11,0%, 40,0% y 60,0%, 
respectivamente (Koliou, 2007). Sin embargo, en nuestro pais vecino Francia, el 7,0% 
de las cepas resultaron ser NT como en nuestro caso (Loubinoux, 2004). En Strep- 
EURO se describe un 10,0% de NT entre 11 paises europeos (Luca-Harari, 2009).
Los antigenos T mas frecuentes en nuestro estudio fueron T28 (17,6%), T4 
(15,3%), Tl (14,4%), T12 (9,2%) y T6 (7,5%). La mayoria de estos antigenos se 
observaron entre los prevalentes en Dinamarca ( T28, 1, 3/13/B3264), Finlandia (T28, 
B3264, 1, 8 y 12), Noruega (Tl, 3 y 28) o el proyecto Strep-EURO (Tl, 28, 
3/13/B3264, 12, 4, 5, 6, 11, 8/25/lmpl9), variando el orden en funciôn del pais (Luca- 
Harari, 2008a; Meisal, 2008; Siljander, 2006).
Ademas de observarse el predominio de T28 entre las cepas espanolas, ha sido 
descrito en Dinamarca, Finlandia o la isla de Chipre. T4 fue el segundo antigeno T mas 
frecuente, al igual que ocurria con emmA. En los estudios de vigilancia de otros paises 
no se encuentra entre los antigenos T mas comunes. En un estudio francés, T4 se 
describe en la quinta y sexta posiciôn en aislados de enfermedades invasivas y no 
invasivas, con un 7,0% de representaciôn en ambas (Loubinoux, 2004).
El antigeno T es importante en la investigaciôn epidemiolôgica de los aislados 
de SGA, ya que puede diferenciar cepas con el mismo gen emm. Por tanto, la 
correlaciôn proteina T y gen emm permite estudiar la diversidad de las cepas de SGA.
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La asociaciôn de un tipo T concreto con varios genes emm fue mas frecuente que 
la asociaciôn de un tipo emm concreto con varios tipos T, T28 fue el antigeno T que se 
asociô con mas tipos emm, observândose con emmlS, 87, 77 y 60.
Los 16 antigenos T y 39 genes emm detectados, mostraron 48 combinaciones 
antigénicas (emm-T). En Strep-EURO se han llegado a identificar hasta 314 
combinaciones emm-T (Luca-Harari, 2009).
La combinaciôn mas frecuente en nuestro estudio fue emmATA (15,3%), seguida 
por em m \T\ (14,4%), e/ww28T28 (8,7%), emmXlTM  (7,6%) y emm6T6 (7,5%). Como 
se puede observar la distribuciôn coincide con la descrita para el gen emm de forma 
individual, porque como se ha comentado, la asociaciôn de un tipo emm concreto con 
varios tipos T es poco frecuente. La ùnica excepciôn fue emm3 (8%), cuarto gen emm 
mas frecuente, en este caso no se observa entre las cinco combinaciones mas frecuentes 
porque se observô asociado con très antigenos T: emm3T3 (2,9%), emm3TKT (4,6%) 
y cwm3T3/13 (0,6%). Sin embargo, se observô que estas très combinaciones eran el 
mismo don, ya que presentaban el mismo pulsotipo, indicândonos que en un numéro 
importante de cepas emm3 no se détecta o no se expresa el antigeno T.
En Espana se han descrito emmATA y emmXTX asociados con brotes de 
enfermedades invasivas en Cantabria, isla de Gran Canaria y Pais Vasco (Aguero, 2008; 
Castells, 2007; Medina-Gens, 2005). Los serotipos emmATA, emm6T6, ew/w28T28 y 
emml3TX3, se han observado en un brote familiar. Este brote familiar fue estudiado en 
nuestro laboratorio y corresponde con el brote 6 descrito en resultados (Mazon, 2003).
Los serotipos emmX2TX2, emmATA, emm75TS.25, emmXXTXX, emm2ST2S, 
emmllT2%, emm22TX2 se han identificado en Espana como clones asociados con 
resistencia a macrôlidos (Alberti, 2003; Montes, 2006; Perez-Trallero, 1999, 2004, 
200TX
emmATA se ha descrito como frecuente en aislados resistentes a eritromicina con 
fenotipo M en Espana y en diversos paises como Inglaterra, Italia o Finlandia. De hecho 
en 1999 Perez-Trallero y cols (Perez-Trallero, 1999) describieron 2 clones circulantes 
de emmATA en Espana. En nuestro caso el 84,7% de las cepas emmATA fueron 
resistentes a eritromicina, de modo que podriamos plantear que varios clones emmATA 




2. Control de la infeccion. Cobertura vacunal en nuestro nuestro 
medio, en funciôn de los tipos T y emm prédominantes en Espana
Como se comenta en la introduccion el desarrollo de una vacuna frente a SGA se 
encuentra en fase de experimentacion, siendo la principal candidata una vacuna 
multivalente frente a 26 tipos emm (Smeesters, 2008). Los 26 serotipos frente a los que 
actuaria la vacuna son : 24, 5, 6, 19, 29, 14, 1, 12, spa, 28, 3, 1.2, 18, 2, 43, 94, 22, 11, 
59, 33,69,101, 77, 114, 75, 76 y 92 (Hu, 2002; McNeil, 2005).
Esta vacuna cubre el 80-90% de los serotipos productores de faringitis y 
enfermedades invasivas en EEUU (Cohen-Poradosu, 2007). Sin embargo, en el caso de 
las cepas de SGA espanolas, la vacuna multivalente solo cubrirfa el 33,3% de los 
serotipos.
Teniendo en cuenta el numéro total de las cepas estudiadas, la vacuna seria 
capaz de actuar frente al 63,0% de los casos. Estos resultados no parecen ser 
prometedores para el uso de la vacuna en Espana. Su espectro de actuacion podria 
aumentar hasta el 78,3% incluyendo el serotipo emmA. Este serotipo résulté ser el mas 
frecuente en nuestro estudio y seria imprescindible su inclusion en la vacuna. 
Incluyendo otros très serotipos frecuentes, el espectro de actuaciôn aumentaria hasta un 
90,2%. Con la inclusion de emm%l la cobertura aumentaria al 83,9%, con emmlS hasta 
un 87,2% y finalmente con emm9 hasta el 90,2%.
Por tanto, el uso de la vacuna 26 multivalente no seria demasiado util en Espana 
ya que no cubre serotipos altamente implicados en la patologia de nuestro medio como 
son emmA, emm%l, emml% 6 emm9. Para poder usar este tipo de vacuna en Espana 




3. Distribuciôn de los tipos antigénicos en los cuadros clinicos 
producidos por SGA
Como previamente se ha descrito S. pyogenes produce un amplio rango de 
enfermedades, desde infecciones leves a infecciones muy graves que pueden ocasionar 
la muerte. La escarlatina fue el cuadro clfnico mas frecuentemente encontrado entre las 
cepas espanolas estudiadas. Este cuadro clinico présenta una severidad bastante 
variable, pudiendo ser extrema en casos de muerte fulminante. En la actualidad gracias 
a los tratamientos antibioticos es raro este tipo de desenlace (Cartwright, 1997).
En las ultimas cinco décadas, se ha producido una disminuciôn en la incidencia 
de las enfermedades producidas por SGA. En los anos 70, los datos eran tan optimistas 
que se llegô a pensar en la casi erradicacion de enfermedades graves en paises 
industrializados, aboliendo la notificaciôn de enfermedades como la escarlatina en 
muchos paises europeos. Sin embargo, en 1980 resurgieron los brotes de flebre 
reumâtica y enfermedades sistémicas con cierta similitud a las epidemias de escarlatina 
de los siglos XIX y principios del siglo XX (Duncan, 2000; Efstratiou, 2000).
Las descripciones de escarlatina son diversas en diferentes partes del mundo 
(Chiou, 2004, 2009; Czarkowski, 2008; Feeney, 2005; Hoebe, 2000). En Espana se ha 
apreciado un aumento en el diagnôstico de escarlatina con un desplazamiento de dicha 
enfermedad hacia edades mas précoces (Sevilla, 2003).
En numerosas ocasiones la escarlatina aparece asociada con brotes en guarderias 
y colegios, existiendo en Espana diferentes descripciones de este tipo (Giner, 2004). En 
nuestro estudio, se identificaron 7 brotes de escarlatina, 3 de ellos en el âmbito escolar 
en diferentes colegios de la Comunidad Valenciana.
La celulitis/infecciones de piel (18,2%) y faringitis (18,0%), fueron los dos 
cuadros clinicos mas frecuentemente encontrados después de la escarlatina. En general 
las infecciones cutâneas y celulitis suelen ser bastante frecuentes entre los aislados de 
diferentes paises. En un estudio sueco se han llegado a describir hasta un 70,4% de 
casos de infecciones de piel y tejidos blandos (Darenberg, 2007), en Estados Unidos 
datos del 37,1% entre 1995-1999 y de 36,4% entre 2000-2004 (O'Brien, 2002; 
O'Loughlin, 2007). Un 34,0% de celulitis fueron observadas en Reino Unido, en 




Canada un 17,0% presento celulitis (Lamagni, 2008b; Luca-Harari, 2008a; Tyrrell,
2005).
El 17,4 % de las enfermedades producidas por SGA en Espana fueron invasivas 
graves: sepsis (7,5%), shock toxico (5,1%) y fascitis necrotizante (4,8%), que como se 
comento anteriormente, comenzaron a resurgir en los ultimos 30 anos. Los datos 
obtenidos en otros paises presentan pequenas variaciones con respecto a los espanoles. 
En el caso del sindrome de shock toxico su representaciôn oscilô entre 5-11 % en 
Canada, Estados Unidos, Dinarmarca, Reino Unido o Suecia (Darenberg, 2007; 
Lamagni, 2008b; Luca-Harari, 2008a; O'Brien, 2002; Tyrrell, 2005).
El aumento de estas enfermedades invasivas ha ocasionado un incremento de 
brotes, entre nuestras cepas se han descrito 7 brotes asociados con enfermedades 
invasivas (Tabla 33): fascitis necrotizante, celulitis, sindrome de shock séptico (3 
brotes) y sepsis (2 brotes). Uno de los brotes de sindrome de shock séptico ocurriô en la 
isla de Gran Canaria, entre los meses de febrero y abril de 2004, atribuible a un mismo 
don de SGA em m \T\. Se diagnosticaron 4 pacientes con bacteriemia en un periodo de 
39 dias, que fallecieron a consecuencia de SSTS (Medina-Gens, 2005).
emm\ y emm3 han sido asoeiados con enfermedades invasivas, aunque esta 
relaciôn no esta del todo clara como se comentô en el apartado anterior (Aziz, 2008; 
Schmitz, 2003). Sin embargo, en un estudio del proyecto Strep-EURO, se observa que 
la tasa de mortalidad asociada con emm\ y emm3 en STSS, fascitis necrotizante o sepsis 
puerperal, excede a la originada por otros serotipos, demostrando que estos dos tipos 
emm son particularmente virulentos (Luca-Harari, 2009). Las cepas emm \T\ espanolas 
aparecieron asociadas con algunas enfermedades invasivas (fascitis necrotizante, shock 
tôxico y sepsis). Sin embargo, también predominaron en otitis e infecciones 
respiratorias. En funciôn de estos resultados podriamos afirmar que em m\T\ aparece 
mas frecuentemente asociado con cuadros invasivos, de hecho es importante destacar 
que la mayoria de las infecciones respiratorias fueron infecciones profundas como 
neumonia y empiema. En el trabajo anteriormente citado del proyecto Strep-EURO, se 
observa un predominio de emm\ en el STSS y en la fascitis necrotizante (Luca-Harari, 
2009).




Los serotipos emm2WY2%, emm77T28 y emm2T2 se encontraron mas 
frecuentemente asociados con celulitis e infecciones de piel, que con el resto de cuadros 
clinicos. Se ha descrito que la presencia de emm2S es elevada en casos de sepsis 
puerperal e infecciones neonatales (Green, 2005; Luca-Harari, 2009). En nuestro 
estudio la mayoria de las celulitis fueron perianales en ninos, lo que podria explicar el 
predominio del serotipo emm2%. En el caso de emm2 se ha descrito su asociaciôn con 
sepsis puerperal pero desde nuestro conocimiento no se ha descrito su asociaciôn con 
celulitis (Green, 2005).
En nuestro estudio la formula antigénica emmATA se asociô claramente con 
escarlatina. Esta combinaciôn ha sido previamente relacionada con esta infecciôn en 
varios trabajos (Cartwright, 1997; Chiou, 2004, 2009), describiéndose como 
prédominante en aislados de escarlatina en Taiwan entre 1996-1999 (Chiou, 2004). 
También existen numerosas descripciones de brotes de escarlatina ocasionadas por 
emmATA (Aguero, 2008).
emm\, emm3, emm6 y emm\2 han sido relacionados con este cuadro clinico en 
otros estudios (Cartwright, 1997; Chiou, 2009; Feeney, 2005; Shulman, 2004). En 
nuestro caso no hemos observado esta asociaciôn excepto para el serotipo emmTHT que 
presentô un 46,0% de cepas aisladas de escarlatina.
El predominio de emm9T9, emmAAT5l21/AA y emmS7T2S en cepas aisladas de 
escarlatina, podria estar indicando una asociaciôn entre estas combinaciones y 
escarlatina. Entre la bibliografia analizada no se han observado descripciones de este 
tipo.
El 71,8% de las cepas espanolas eww75T25 fueron aisladas de 
faringoamigdalitis. En un trabajo australiano previo, se describe la prevalencia de 
e/?7w75T25 en este cuadro clinico, con valores del 21,0% (Rogers, 2007).
Por tanto, se observa cierta correlaciôn entre la formula antigénica (emm-T) y el 




4. Estudio de la clonaiidad de las cepas de SGA y su correlaciôn con la 
combinaciôn antigénica
El anâlisis mediante iSwo-PFGE mostrô una gran heterogeneidad entre las cepas 
de SGA, presentado un rango de similitud de 42,6%-100,0%. Se observô diversidad 
genética entre las cepas de un mismo serotipo, hecho previamente descrito en la 
bibliografia (Aziz, 2008). No obstante, la mayoria de los serotipos estudiados mostraron 
clonalidad.
emmXTX mostrô ser bastante clonal ya que el 94,7% de las cepas presentaron el 
pulsotipo Sma20 y el otro perfil observado, SmaAX, presentô un 93,3% de similitud con 
respecto al anterior. Este alto grado de relaciôn genética en emmXTX ha sido 
previamente observado en diversos estudios, entre ellos un estudio canadiense 
(Chatellier, 2000).
Entre emm3T3, emm3TNT y emm3T3/X3 se observô el mismo pulsotipo 
(SmaX5) en el 97,2% de las cepas, indicando que eran el mismo don.
emmX y emm3 derivan de un numéro limitado de clones ancestrales lo que 
podria explicar la clonalidad de estos serotipos (Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003).
emmXTX es el serotipo mas frecuentemente aislado en el mundo, un subclon que 
ha persistido globalmente mas de un cuarto de siglo. De hecho se ha demostrado que la 
mayoria de las diferencias genéticas entre los clones emmXTX (~ 5% divergencia) se 
debe a la inserciôn de fagos en su cromosoma (Aziz, 2008; Schmitz, 2003; Vlaminckx, 
2003).
emmXXTXX, emmllT2% y emml^TX l fueron muy clonales, mas del 95 % de sus 
cepas se consideraron genéticamente relacionadas (>80 % similitud), lo que indica que 
no han sufrido demasiados cambios genéticos, al menos durante el periodo de estudio.
En emm6T6, que en un principio pareciô presentar bastante variabilidad genética 
se observô cierta clonalidad, pudiéndose définir 2 grupos principales. Uno estaria 
formado por los patrones Sma4, Sma2X, Sma22 y Sma26 que mostraron mas de un 80,0 
% de similitud y constituyeron el 58,2 % de las cepas emm6T6. El otro grupo formô 
parte del 40,3 % de emm6T6 que no fueron digeribles con SmaX y produjeron el mismo 
patrôn de bandas al ser digeridos con la enzima ^^1 (,^17).
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emml%T2% y emm%lT2% presentaron mayor variabilidad que el resto de 
combinaciones antigénicas. Para e/«m28T28 se podrian définir 6 grupos clonales con 
Smal, el 41,0 % formô un grupo constituido por los patrones SmaSdL, SmaSc y SmaSd 
cuya similitud fue de un 83,0 %. El 15,4 % lo formaron SmaSb y SmaSe con una 
similitud del 94,1 %. Estos dos grupos estân muy relacionados ya que su similitud fue 
de un 79,1 %. Otro grupo estaria definido por los perfiles SmaSla, Sma5\b y Sma5\c 
que constituyeron el 38,5 % de emm2ST2S y presentaron una similitud de 90,81%. Los 
otros très perfiles restantes constituirian grupos aparté. En el caso de emmS7T2S se 
pudieron définir hasta 5 grupos diferentes.
Este grado de heterogeneidad en emm2S y emmS7 ha sido previamente descrito 
por Vlaminckx y cols, al igual que para emm9 y emm\2 (Vlaminckx, 2007). En nuestro 
caso la tendencia de emm9 parece ser bastante clonal, ya que el 92,6% presentaron el 
mismo pulsotipo, en el caso de em m \2T\2  el 75,0% presentô mas de un 80,0% de 
similitud.
Se ha descrito que emm2S y emm\2 derivan de multiples clones (Vlaminckx, 
2007), lo que podria explicar la variabilidad de emm2KÏ2% observada entre nuestras 
cepas. En el caso de em m \2T\2  no se observô tanta variabilidad como para emm2%, ya 
que el 72,1% de las cepas fueron Sm a\. No obstante, se observaron otros 5 grupos, dos 
definidos por Smal y los très restantes obtenidos con ^ 1 .
Un elevado porcentaje de cepas de SGA (24,2%) no fueron digeribles con Smal, 
sobre todo emmATA y emm75T25. Por este motivo utilizamos (Perez-Trallero, 
1999) que nos permitiô establecer patrones en todas las cepas no digeribles (ND). La 
representaciôn de cepas ND fue muy elevada en los serotipos emmATA y emm75T25, 
con valores del 84,7% y 93,5% respectivamente. Como veremos posteriormente esta 
refractariedad de emmATA frente Smal se ha asociado con resistencia a macrôlidos.
eww75T25 fue bastante clonal, el 89,1% presentô el pulsotipo ,^12.
Por otro lado, en emmATA pudimos observar dos grupos mayoritarios, un grupo 
definido por Smal con un 87,5% de similitud entre si (Sma3 y Smal l )  y otro grupo 
definido por ,^1 ( ^ 1  y Sfi2 ), este ultimo supuso el 67,2% de las cepas emmATA. No 
obstante, se observaron hasta otros 8 grupos mas, indicando que aunque la mayor parte 




5. Estudio del perfil de 10 genes de toxinas implicados en la virulencia 
y anâlisis de su relaciôn con los serotipos y cuadros clinicos mas graves
En nuestro estudio, se han detectado 119 combinaciones de genes que codifican 
toxinas estreptocôcicas. El numéro de perfiles descritos en la bibliografia es mucho 
menor, en estudios suecos se han registrado datos de 38 y 48 perfiles (Maripuu, 2008).
De 1 a 3 genes que codifican toxinas fueron detectados en el 11,8% de las cepas 
espanolas (106). Teniendo en cuenta que se estudiaron 10 genes, en estos casos nos 
planteamos que la PCR puede no haber sido efectiva. Entre las posibles causas descritas 
podria influir la presencia de polimorfismos en los sitios de union de los cebadores que 
podria afectar al proceso de amplificaciôn, en genes como smeZ , altamente polimôrfico 
(Commons, 2008).
spe^ y speV son genes cromosômicos, por tanto, se han identificado en la 
mayoria de los aislados de SGA descritos en la bibliografia (Bianco, 2006; Krucso, 
2007; Louie, 1998; Luca-Harari, 2008a, 2008b; Rivera, 2006; Stathi, 2008; Szczypa, 
2006; Tyler, 1992). En nuestro estudio la incidencia de spe^  fue similar, presentândolo 
el 93,3% de las cepas, sin embargo, en el caso de spe¥ los valores fueron algo menores 
(80,6%).
Como se comentô en la introducciôn, el papel de speB como superantigeno es 
controvertido. En 1934, spe^  fue descrita como una toxina de SGA. En estudios 
posteriores se demostrô que es una cisteina proteasa producida por todos los 
estreptococos del grupo A (Cunningham, 2000). En la actualidad parece ampliamente 
aceptado que speB no es un superantigeno (Fleischer, 1995; Lintges, 2007; Profit, 2007), 
por tanto, en muchos estudios realizados a partir del 2000 no se incluye este gen en el 
anâlisis de toxinas estreptocôcicas.
speB fue introducido en nuestro estudio en 1994 y actual mente se continua con 
su detecciôn. La mayoria de las cepas de SGA presentan este gen, de modo que seria 
interesante realizar estudios de expresiôn, ya que aunque no se considéra un 
superantigeno présenta un papel importante en la patogénesis de SGA (ver introducciôn 
2.3.3.6 )(Proft, 2007).
En el caso de speV ocurriô algo similar a lo sucedido con speB. Fue descrito 
como un factor mitôgeno y posteriormente se demostrô que no contribuia
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significativamente a la actividad superantigénica de SGA. speÇ no parece ser un factor 
critico de virulencia y en la mayoria de estudios actuates no se estudia (Sriskandan, 
2000).
No se encontraron diferencias en cuanto al cuadro clinico o serotipo entre las 
cepas espanolas que presentaron presencia o ausencia de spe^  y speV .
speG también es un gen cromôsomico, en la mayoria de los estudios descritos se 
ha detectado en el 90,0-100,0% de SGA (Luca-Harari, 2008a, 2009; Schmitz, 2003). En 
nuestro caso fue detectado en el 83,4% de las cepas, datos similares a los encontrados 
por Rivera y cols. (84,1%) (Rivera, 2006). En Japon hay descripciones del 78,0% 
(Commons, 2008).
La detecciôn de smeZ fue de 90,0-100,0% en Australia, Suecia, Nueva 
Zelanda, Inglaterra y Paises Bajos (Commons, 2008; McMillan, 2006). En Espana se 
observô una representaciôn del 91,7% en un estudio realizado en Barcelona con 126 
aislados (Rivera, 2006). Sin embargo, en nuestro caso smeZ se detectô en el 35,6% de 
las cepas, datos que se asemejan mas a los presentados por Schmitz y cols. (30,8%) o 
Vlamincks y cols. (32,0%) (Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003), en los que se estudiaron 
292 aislados de 12 paises europeos y 170 cepas invasivas holandesas, respectivamente.
En cuanto a la representaciôn de speC, ssa, spei, speU y speA, los datos 
disponibles son mas heterogéneos (Commons, 2008; Luca-Harari, 2008a, 2008b; Ma, 
2009; Maripuu, 2008; McMillan, 2006; Rivera, 2006; Wahl, 2007b).
La detecciôn de spe\ en SGA suele ser baja, observândose en un 0,0% y 17,0% 
de los aislados (Commons, 2008; McMillan, 2006), en las cepas espanolas fue detectado 
enel 12,0%.
speU y spe\ se sitùan en el mismo bacteriôfago, de modo que a menudo 
aparecen en la misma cepa. No obstante, se han descrito casos en los que speW y spel no 
se detectan conjuntamente, sugiriéndose la pérdida de spel durante la integraciôn del 
bacteriôfago en el genoma o la existencia de un fago con speW de forma individual 
(Commons, 2008). 82 cepas presentaron spel, de las cuales 72 aparecieron asociadas 
con speW, por tanto en estos casos podemos sugerir la presencia de este bacteriôfago. 
Por otro lado se han detectado 39 cepas con speW independientemente de spel, 




speA se ha relacionado con enfermedades invasivas como el sindrome de shock 
toxico estreptococico (STSS)(Vlaminckx, 2003). Weeks y Ferreti detectaron speA en el 
85,0% de pacientes con STSS y en un estudio australiano se observô con una 
frecuencia del 80,0% en este cuadro clinico (1982-1993) (Carapetis, 1995; Proft, 2007). 
Sin embargo, en un estudio de Hsueh y cols, no se encontrô ninguna diferencia 
significativa entre cepas invasivas y no invasivas en Taiwan (Cunningham, 2000; 
Hsueh, 1998).
En el présente estudio, speA se detectô en el 41,3% de SGA aislados de 
pacientes con SSTS, obteniendo valores mas elevados para muestras de fascitis 
necrotizante (51,2%) e infecciones respiratorias (50,0%). Segùn nuestro estudio no 
podemos establecer una clara relaciôn entre speA y estos cuadros clinicos, de hecho 
Sriskandan sugiere que speA no es un factor clave de virulencia en fascitis ni 
bacteriemia y por si solo no aumenta la capacidad invasiva del tejido blando 
(Sriskandan, 1999).
La escarlatina también ha sido relacionada con la presencia de speA, diversos 
brotes de escarlatina se han asociado con un incremento en la frecuencia de clones de 
SGA con speA2 y speA3 (Bianco, 2006; Cunningham, 2000; Mascini, 2000; Tyler, 
1992). En nuestro caso sôlo en el 22,8 % de las cepas productoras de escarlatina fue 
detectado speA.
El 58,1 % y 56,5% de los aislados de fascitis necrotizante y sindrome de shock 
tôxico, presentaron el gen spel frente a porcentajes menores para el resto de los 
cuadros clinicos. Por tanto, speJ podria desempenar un papel importante en fascitis 
necrotizante y STSS, sugerencia previamente descrita por Proft y cols (Proft, 2001).
smeZ es el superatigeno bacteriano mas potente descrito hasta el momento y 
constituye el estimulo mas importante de S. pyogenes en la producciôn de citoquinas 
(Maripuu, 2008; Unnikrishnan, 2002). Se ha demostrado su alto potencial de virulencia 
en STSS, tanto estudios in vitro como in vivo (Vlaminckx, 2003).
Entre las cepas espanolas esta implicaciôn se hace évidente, el 69,6 % de SGA 
aislados de SSTS presentaron smeZ. En casos de fascitis necrotizante (53,5%) e 
infecciones respiratorias (66,7%) también parece estar fuertemente implicado.
ssa parece ser importante en casos de escarlatina (58,7%) e infecciones ôseas, 




En casos de celulitis e infecciones de piel, speC esta présente en el 77,1% de 
SGA, pudiendo sugerir importancia en este cuadro clinico. En otros estudios este gen se 
ha relacionado con escarlatina y SSTS para los que no se han encontrado datos 
significativos (Mascini, 2000; Proft, 2001).
En fascitis necrotizante, autores como Vlaminckx no han descrito posibles genes 
de toxinas asociados al cuadro clinico, en nuestro caso sugerimos una posible 
implicaciôn de speA, spe] y smeZ (Vlaminckx, 2003).
Al analizar la representaciôn de los genes de toxinas obtenidos en cada uno de 
los serotipos de SGA se obtuvieron resultados mas interesantes.
La mayoria de los serotipos de cepas espanolas presentaron speG en el 100,0% 
de sus cepas, excepto emmATA y emmllT2%, cuya representaciôn fue de tan sôlo un 
4,9% y 14,3% respectivamente. Esta ausencia de speG en emmA ha sido previamente 
descrita, en el caso de emmllT2% no se encontraron descripciones (Commons, 2008; 
Vlaminckx, 2003).
speA fue detectado con elevada frecuencia en los serotipos em m \T \, emm3THT, 
emm3T3 y emm3T3/\3, contrariamente presentaron speC con muy baja frecuencia. La 
asociaciôn de speA con emml y emm.3 ha sido previamente descrita en numerosos 
estudios (Beres, 2002; Koh, 2006; McMillan, 2006; Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003, 
2007; Wahl, 2007b), en cuanto a la presencia de speC la discrepancia es mayor. En 
diversos estudios en China, speC fue detectado en el 66,7% e incluso en el 97,7% de 
SGA emm\, sin embargo, en otras descripciones emmX y emm3 presentan escasez de 
speG (Creti, 2007; McMillan, 2006; Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003). Estos ùltimos 
datos son los que encontramos en nuestro estudio, con valores de un 5,0%-14,3% en los 
cuatro serotipos (Creti, 2007; Liang, 2008; Luca-Harari, 2008b; Ma, 2009; Maripuu, 
2008; Schmitz, 2003; Stathi, 2008; Szczypa, 2006; Wahl, 2007b). Estos datos implican 
una asociaciôn de la toxina speA con em m\T\ y e/w/w3T(3-3/13-NT), serotipos 
altamente implicados en enfermedades invasivas.
spe] parece estar implicado en la virulencia de em m \T\ (79,8%), emm2%T2% 
(74,7%) y emmAAT5l21IAA (69,2%), debido a la elevada frecuencia de apariciôn en 
estos serotipos. La elevada frecuencia de spe] en emm\ ha sido previamente descrita 




(McMillan, 2006; Schmitz, 2003), sin embargo, para eww44T5/27/44 no se han 
encontrado este tipo de descripciones.
El gen speW se asociô con ^wwl2T12 y emml5T25. En varios estudios europeos 
se observô speW en todas o la mayoria de las cepas emm\2 (Luca-Harari, 2008b; 
McMillan, 2006; Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003), sin embargo, en cuanto a la 
relaciôn con emmlS no hemos encontrado datos.
smeZ predominô en très serotipos: emmATA, em m\T\ y emmS7T2S. La elevada 
presencia de smeZ en emm\ ha sido descrita por varios autores, del mismo modo que 
para emmA (Maripuu, 2008; Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003).
ssa se ha descrito como destacado en cepas con serotipo emm3 (McMillan, 2006; 
Schmitz, 2003; Vlaminckx, 2003), de hecho entre las cepas espanolas se ha observado 
en el 93,0% de las cepas emm3. De modo que el gen ssa aparece claramente asociado 
con este serotipo.
En 2002, tras secuenciar el genoma emm3 se observô la adquisiciôn de un 
profago (0315.2) portador de ssa. La adquisiciôn de este profago parecen presentarla 
las cepas mas actuales, en nuestro caso el 93,0% de las cepas emm3 presentaron ssa, 
planteando la posibilidad de que hayan adquirido este profago (Beres, 2002).
En emmATA y emmAAT5/27/AA el gen ssa también fue identificado con elevada 
frecuencia, en el 90,1 % y 92,3% respectivamente, indicando una posible asociaciôn con 
estos serotipos . En trabajos previos se observô la presencia de este gen en el serotipo 
emmA (Vlaminckx, 2003).
spel podria asociarse con emm \2T\2 y emm75T25, serotipos en los que aparece 
con mas frecuencia este gen. En un estudio de microarrays descrito por McMillan y 
cols, se observa que el 100,0% de las cepas emm\2 poseen spe\ (McMillan, 2006).
En 2003 Schmitz y cols, realizaron un estudio de 239 cepas invasivas de SGA 
procedentes de 12 pafses europeos (Programa SENTRY) entre ellos Espana, analizando 
los perfiles de toxinas. Identificaron 15 perfiles de toxinas frecuentes (> 2% ), a 
continuaciôn mostramos 10 de ellos: ABFGJZ (14,0%), ABFGssa (9,9%), ABFGZ 
(8,9%), BFG (7,2%), BCFGJ (6,2%), BCFG (5,5%), ABFG (5,1%), BCFGH (4,5%), 
ABFGHssa (2,8%), BFGH (2,8%), ABCFGssa (2,1%), ABFGJssa (2,1%), BCFGssa 
(2,1%), BFGJ (2,1%), BFGZ (2,1%). Lo mas destacable con respecto a nuestro estudio
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fue que todos los perfiles se identificaron entre las cepas espanolas excepto dos de ellos: 
ABFG y ABFGHssa.
Si consideramos como Schmitz los perfiles présentes en mas de un 2% de las 
cepas como los mas frecuentes, definimos 11 perfiles: BCFG (15,5%), ABFGJZ (7,3%), 
BCFZssa (5,5%), BCFGJ (5,0%), ABFGssa (4,7%), BFGssa (4,4%), BCFGHI (4,1%) y 
BFGHI (3,7%), BCG (3,4%), BCF (2,2) y BFG (2,2). 4 de estos perfiles no fueron 
identificados como mas frecuentes por Schmitz: BCFZssa, BFGssa, BCG y BCF 
(Schmitz, 2003). Estos perfiles presentaron especial importancia en nuestras cepas ya 
que ocuparon el tercer, sexto, noveno y décimo puesto de frecuencia de perfiles de 
genes toxigénicos, respectivamente.
Los perfiles ABFGZ y BFG descritos por Schmitz en tercer y cuarto lugar, en 
nuestro caso no son muy frecuentes, sôlo fueron identificados en el 1,7% y 2,2% de las 
cepas estudiadas. En las cepas espanolas el perfil destacado fue BCFG con un 15,5% 
frente al 5,5% de Schmitz.
En cuanto a los perfiles de toxinas présentes en cada uno de los serotipos, en 
varios estudios se ha sugerido que las cepas emm\ de SGA poseen los genes speA, 
speG, spe) y smeZ mientras que no poseen speC, ssa ni speW (Aguero, 2008; Beres, 
2002; Chatellier, 2000). En nuestro estudio podemos corroborar estos datos, ya que el 
43,0% de emmXTX presentaron el perfil de toxinas ABFGJZ, segundo perfil mas 
frecuente entre cepas espanolas de SGA. Este perfil sôlo lo presentaron cepas emmXTX 
exceptuando una cepa cwm87T28, de modo que esta claramente asociado con emmXTX. 
Esta asociaciôn del perfil ABFGJZ también se observa en el estudio realizado por 
Schmitz y cols. (Schmitz, 2003). Se observa ausencia de speC, ssa y speXT, ya que sôlo 
el 7,0%, 6,1% y 4,4% de emmXTX los poseen.
Los perfiles BCFZssa (n=38), BCZssa (n= ll) y BFGssa (n=10), que se 
encuentran entre los 17 perfiles de toxinas mas frecuentes, se asociaron con emmATA. El 
100,0% de las cepas BCZssa y BFGssa fueron emmATA, al igual que el 97,4% de 
BCFZssa. En un trabajo de Vlaminckx, se observa el predominio de BCFGZssa en 
emmA (Vlaminckx, 2003).
El 100,0% y 94,1% de las cepas cuyos perfiles fueron BCGJ y BCFGJ, 
respectivamente, se asociaron con el serotipo emw28T28, indicando una posible 
asociaciôn entre este serotipo y los perfiles de toxinas. El predominio de BCFGJ en 




El 93,8% de las cepas con perfil ABFGssa fueron emm3, mientras que el 100,0% 
de BFGHI fueron emm\2, concretamente ^mml2T12 (96,0 %) y emml2TNT (4,0%). 
Del mismo modo que en los casos anteriores podria indicar una asociaciôn entre estos 
perfiles de toxinas y serotipos. De hecho el predominio de ABFGssa en emm3 ha sido 
previamente observado (Schmitz, 2003), al igual que el predominio de BFGH en 
emm\2 en un trabajo realizado por Vlaminckx y cols, en el cual no se analizô spe\ 
(Vlaminckx, 2003).
No se observô una asociaciôn entre cuadro clinico y el perfil de toxinas, lo que 
indica que el perfil toxigénico depende del serotipo y no del cuadro clinico producido.
6. Sensibilidad de las cepas a los antibioticos empleados en el 
tratamiento de las infecciones producidas por SGA
La sensibilidad de Streptococcus pyogenes frente a penicilina es compléta y ha 
permanecido invariable durante los ultimos anos. Este hecho es casi unico dentro del 
género Streptococcus y otros microorganismos gram positivos (Horn, 1998; Freeman, 
2002). Diversos estudios indican que la sensibilidad in vitro de SGA a pencilina no se 
ha modificado en los ultimos 80 anos y desde nuestro conocimiento siguen sin 
describirse cepas de SGA resistentes a este antibiôtico (Albrich, 2004; Gonzalo de Liria, 
2004; Nielsen, 2004).
Las cepas de SGA estudiadas procedieron de casi todas las Comunidades 
Autônomas y fueron sensibles a vancomicina. Sin embargo, se observô que el 32,8% de 
SGA mostraron resistencia a eritromicina y un 6,5% a clindamicina.
En Espana, se han descrito previamente valores de resistencia global a 
macrôlidos del 20,0-30,0% (Ardanuy, 2005; Morosini, 2003; Perez-Trallero, 2001, 
2007; Tamayo, 2005). Observândose tasas mâs bajas (10,0-16,0%) en el norte de 
Espana (Santander, San Sebatiân, Bilbao, Guipuzcoa) y valores de incluso un 60,0% en 
el sur, concretamente en Côrdoba (Gordillo, 2003; Perez-Trallero, 2001).
Este incremento en los niveles de resistencia a macrôlidos en SGA fue 
documentado en la literatura a partir de 1980, llegândose a considerar un problema
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clinico en muchos pafses del mundo (Biedenbach, 2003; Comaglia, 1999; Leclercq, 
2002; Mascini, 2000; Seppala, 1998; Uh, 2007).
En Europa las tasas de resistencia descritas varfan entre 0,0%- 47,0%, mostrando 
niveles bajos de resistencia los paises del norte (0-4%) frente a los paises mediterrâneos 
como Italia (38,9%), Francia (22,4%), Grecia (23,0%), Portugal (26,6%) y en nuestro 
caso Espana (32,8%) (Bingen, 2004; Giumarra, 2008; Pangalis, 2008; Silva-Costa,
2005).
En el continente americano la resistencia a macrôlidos fue de 5,6% y 12,9%, en 
EEUU y Canada respectivamente (Tanz, 2008). Estos valores de resistencia llegan a ser 
superados en algunas regiones del mundo como China (97,0%) (YaolingMa, 2008), 
donde casi todos sus aislados son resistentes a macrôlidos. Estos datos contrastan 
sorprendentemente con los de otros pafses asiâticos como Israel (1,8%) e Irân (0,2%) 
que prâcticamente no presentan resistencia a este antibiôtico (Jasir, 2000; Nir-Paz,
2006).
En cuanto a la susceptibilidad a tetraciclina, el 6,8 % de las cepas estudiadas 
fueron resistentes. La informaciôn disponible para este antibiôtico fue menor que para 
macrôlidos.
En general la resistencia a tetraciclina en Espana es mâs baja que la descrita en 
otros pafses. Los principales estudios espafioles provienen de Madrid, mostrando 
valores de resistencia de 7,3 % (1992-1999) y 13,1% (1994-2001) (Betriu, 2004; Orden, 
1996). En contraste con nuestros datos, en 2006 se describe una tasa de resistencia a 
tetraciclina del 25,4% en Barcelona (Rivera, 2006).
Como se ha comentado anteriormene, la resistencia a tetraciclina fue mâs 
elevada en otros pafses, como se observa en Corea (19,0%), Israel (23,6%), Japôn 
(26,7%), Dinarmarca (33,7%), Portugal (38,7%), Irân (42,0%) o China (94,1 %) 
(Hammerum, 2004; Jasir, 2000; Matsumoto, 2005; Nir-Paz, 2006; Silva-Costa, 2005; 




7. Resistencia a macrôlidos
Como se ha comentado anteriormente la resistencia a eritromicina entre las 
cepas estudiadas fue elevada, observândose un 32,8% de resistencia. Los serotipos con 
porcentajes representatives de resistencia a eritromicina fueron: emml5115 (93,5%), 
emmAlA (84,7%), emmWTW  (50%), mm28T28 (50%), emm6T6 (43,3%) y 
gmml2T12 (29,4%). Estos serotipos se han asociado con resistencia a eritromicina en 
numerosos trabajos de diferentes âreas geogrâficas, variando su distribuciôn en funciôn 
de la localizaciôn. El serotipo emm^ATlS no presentô un numéro representative de 
cepas, no obstante, destacar que las seis cepas detectadas en nuestro estudio fueron 
resistentes a eritromicina. En la bibliografia analizada no se han observado 
descripciones que asocien eww84T25 con resistencia a eritromicina.
emmlS y emmA han sido considerados como los serotipos resistentes a 
macrôlidos mâs prevalentes en Europa segùn el proyecto Strep-EURO (Luca, 2008). 
Por otro lado, el serotipo emm\2 es el principal responsable de resistencia en numerosos 
paises: Alemania, Grecia, Italia, Portugal, Israel, China o Corea, en este ùltimo 
desplazado a partir de 2004 por emmAA!6\ ( Dicuonzo 2002; Ho, 2003; Koh, 2008; Nir- 
Paz; 2006; Reinert, 2004a; Silva-Costa, 2005). En Estados Unidos, emm\2 es el 
segundo serotipo responsable de la resistencia a eritromicina, superado sôlo por emmlS 
(Green, 2006; Richter, 2005; Tanz, 2004).
emm6 se ha asociado con resistencia a eritromicina pero no es de los serotipos 
mâs representatives en el mundo. Entre 2000-2001 se describiô un brote en una escuela 
de Penilvania, asociado con un don resistente emm6 (Martin, 2002).
Desde nuestro conocimiento todos los serotipos mencionados excepto emm6T6 y 
emmSAT25 han sido descritos como clones resistentes a macrôlidos circulantes en 
Espana (Alberti, 2003; Perez-Trallero, 1999, 2007). Pérez-Trallero y cols, describieron 
4 clones mayoritarios entre 1988-1997 relacionados con el fenotipo M: 2 clones 
emmATA, 1 don em m\2T\2 y emm75TS.25 (Perez-Trallero, 1999). En otro trabajo 
posterior (1999-2005), se describen otros cuatro clones relacionados con el fenotipo 
MLSb: 1 don emmWTW, 2 subclones eww28T28, 1 don emm22T\2 y 1 don 
emm77T2S (Perez-Trallero, 2007).
En nuestro estudio, los serotipos emmATA, eww75T25 y emm\2T\2  se asociaron 
con resistencia a macrôlidos y refractariedad a Sma-\, ya que el 84,7%, 93,5% y 76,0%
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respectivamente, no fueron digeribles con Sma-\. Esta refractariedad del serotipo T4 ha 
sido previamente descrita en Italia (Valisena, 1999).
El don emmATA Sfi\(n^79) fue mayoritario en nuestro estudio, corresponde 
visualmente con el don B descrito por Pérez-Trallero, indicando que este don 
resistente a macrôlidos continua circulando en Espana. El perfil SJî2 emmATA (n=13) 
mostrô un 88,9% de similitud con *^1, indicando la estrecha relaciôn genética entre los 
mismos. Este don B también fue identificado en Finlandia, Grecia, Italia, Inglaterra y 
Suecia, mostrando asi una amplia distribuciôn (Kataja, 2002).
El don C emmATA identificado previamente en Espana, Reino Unido y Estado 
Unidos (Kataja, 2002) no se detectô en nuestras cepas, aunque podria relacionarse con 
^ 4  (n=2) y Sfi5 (n=2), que entre si presentan una similitud de 80,0%.
En ^wm75T25 se identifican dos clones claramente asociados con resistencia a 
eritromicina, uno mayoritario que es i ^ l2  (n=41) y otro minoritario que es *^13 (n=2). 
El don ,^12  es idéntico al don D, exceptuando una banda adicional situada entre 48,5 
y 97 kb.
Parece que en Espana también hay otros clones asociados con resistencia a 
eritromicina, emm6T6 Sfi\7  y emmSAT25 SJÎ22, que no hemos encontrado entre la 
bibliografia.
El clonE em m lTl también asociado con resistencia a macrôlidos, continua 
circulando en Espana ya que podemos relacionarlo con nuestros pulsotipos ^ 1 8  y SJi
19.
En el caso del serotipo emm2^T2S no se observô una asociaciôn tan clara entre 
pulsotipo y resistencia a eritromicina. Todas las cepas fueron digeribles con Smal 
excepto una. Los patrones SmaSla y 6"ma51 b podrian asociarse con resistencia a 
eritromicina ya que el 94,0% y 73,0% de las cepas emm2ST2S que presentaron estos 
perfiles fueron resistentes a este antibiôtico.
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8. Caracterizacion fenotipica y molecular de los mecanismos de 
resistencia a macro lidos
Se detectaron los tres fenotipos de resistencia a macrôlidos analizados entre las 
cepas espanolas. El fenotipo M (76,9%) fue el prédominante, seguido por los fenotipos 
MLSb c (20,3%) y MLSb i (2,7%).
Las bombas de expulsiôn activa (fenotipo M) son uno de los mecanismos mas 
frecuentes en la resistencia a macrôlidos (Zhong, 2000). En Espana continua siendo el 
mecanismo mayoritario al presentarlo el 76,9 % de las cepas resistentes a eritromicina 
estudiadas. Este mecanismo de resistencia se ha descrito como prédominante en 
diversos estudios espanoles, alcanzando valores de hasta 95,6% en un estudio 
multicéntrico realizado en 1998 por Alos y cols. (Alos, 2000, 2003; Ardanuy, 2005; 
Betriu, 1999; Merino, 2008; Montes, 2006; Oliver, 2007; Perez-Trallero, 1999, 2001, 
2005, 2007; Portillo, 2000, 2003; Rivera, 2006; Tamayo, 2005). El fenotipo M también 
prédomina en paises como Alemania, Argentina, Bélgica, Finlandia, Grecia, Estados 
Unidos y Canada, entre otros (Green, 2006; Littauer, 2006; Michos, 2009; Morosini, 
2003; Petropoulou, 2008; Reinert, 2004a, 2004b, Tanz, 2008; Zacliariadou, 2003).
El gen mej(klE) ha sido descrito como el principal responsable del fenotipo M 
(Leclercq, 2002; Mensa, 2003; Perez-Trallero, 2007; Sutcliffe, 1996). Este gen se 
detectô en todas las cepas espanolas con fenotipo M exceptuando 3 de ellas. En una de 
las cepas no se detectô ninguno de los genes estudiados, sin embargo, en las dos 
restantes se observô msr(U) solo y en combinaciôn con ^m(TR).
En diversos estudios de resistencia a macrôlidos de SGA el gen w5r(D) ha sido 
detectado junto con mef(AIE) (Amezaga, 2006; Daly, 2004; Luthje, 2007). mej{AIE) y 
msr{D) se encuentran en un mismo elemento genético y se cotranscriben juntos, 
sugiriendo que las proteinas codificadas pueden actuar como un sistema de flujo dual 
(Varaldo, 2009). Sin embargo, también se ha sugerido que w5r(D) es capaz de funcionar 
independientemente de mef{AIE) (Amezaga, 2006; Daly, 2004; Varaldo, 2009). Desde 
nuestro conocimiento la capacidad de actuaciôn de msriU) de modo independiente sôlo 
se ha descrito en células clonadas (Daly, 2004). En nuestro caso, parece que en las dos 
ultimas cepas descritas, el gen msr{T>) puede ser el responsable del fenotipo M.
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El fenotipo MLSb c se observô en el 20,3% de SGA espanolas. Se ha descrito 
como prédominante en Europa en el proyecto Strep-EURO 2003-2004 (Luca, 2008). 
Otros autores han descrito este predominio en paises del este y centro Europa como 
Hungria, Eslovaquia, Polonia y Repùblica Checa (Gracia, 2009). En China, se han 
observado valores del 90,1% en pacientes pediâtricos (YaolingMa, 2008).
A partir de 2003, MLSbC ha sido desplazado por el fenotipo M en algunos paises 
como Italia (Creti, 2007) y Portugal (Silva-Costa, 2005). En Finlandia se ha observado 
algo similar, el 40,0% de los SGA presentaron el fenotipo M en 1990, incrementândose 
hasta un 80,0% en 1994 (Kataja, 1999). También se ha observado un aumento del 
fenotipo M en Hungria, Repùblica Checa y Polonia (Gracia, 2009), de modo que
MLSbC, en un principio prédominante, esta siendo desplazado por el fenotipo M.
erw(B), principal responsable de este fenotipo MLSbc (Michos, 2009; Perez- 
Trallero, 2007; Woo, 2003) ha sido identificado en todas las cepas espanolas de SGA 
MLSb c, exceptuando 3 de ellas. En dos cepas no se consiguiô amplificar ninguno de los 
cuatro genes de resistencia a macrôlidos estudiados, indicando que la resistencia podria 
estar producida por otro tipo de genes de resistencia no estudiados. En la cepa restante 
se identificaron erw(TR)+ mej{AIE), en este caso el gen ermÇTK) parece ser el 
responsable de este fenotipo MLSb c En estudios previos, se han identificado 
mutaciones en la regiôn reguladora de ermiJK), desencadenantes de la expresiôn 
constitutiva (Kataja, 1999, 2000; Leclercq, 2002; Malhotra-Kumar, 2009).
El fenotipo MLSb i fue minoritario entre las cepas espanolas de SGA (2,7%) 
mientras que en paises como Noruega (75,0%) y Bulgaria (57,7%) fue prédominante 
(Littauer, 2006). En Grecia, Alemania y Estados Unidos, a pesar de predominar el 
fenotipo M, es el segundo fenotipo mâs frecuente con amplia diferencia con respecto a 
MLSb c (Green, 2006; Littauer, 2006; Michos, 2009; Reinert, 2004b; Zachariadou, 
2003). En contraste con los datos anteriores Richter y cols, describieron MLSb i 
(47,3%) como prédominante en Estados Unidos entre 2002-2003 (Richter, 2005). En 
Grecia. MLSb i (76,0%) se describe como prédominante en SGA aislados de ninos en 
2007 (Panagea, 2008).
Todas las cepas espanolas MLSb i presentaron el gen em(TR), asociaciôn 
previamente descrita en la literatura (Amezaga, 2006; Kataja, 1999; Michos, 2009; 




en contraste con Espana, Bélgica, Grecia, Argentina y Finladia, en donde prevalece el 
fenotipo M (Littauer, 2006)
Entre las cepas espanolas de SGA se detectaron hasta 14 combinaciones 
diferentes de los cuatro genes de resistencia a macrolidos estudiados: crm(B), crw(TR), 
meJ{klE) y w5r(D).
La cantidad de genotipos descritos en otros estudios son menores, posiblemente 
porque en muchos de los trabajos realizados no se ha estudiado la presencia o aus'encia 
de /w5r(D). w5r(D) es un gen relativamente nuevo que présenta similaridad con msr{k) 
de Staphylococcus spp. (Ojo, 2006) y se ha estudiado en algunos trabajos mas recientes.
La combinacion meJ{klE) y msr{D) fue mayoritaria en las cepas de SGA 
espanolas (38,0%), todas presentaron el fenotipo M como se ha descrito en la literatura. 
(Varaldo, 2009). mej{klE) + m5r(D) + erw(TR) fue la segunda combinacion mas 
frecuente (19,7%), al igual que en el caso anterior todas las cepas presentaron el 
fenotipo M a pesar de presentar crw(TR).
La tercera combinacion mas frecuente fue cr/w(B)+ /«^^(D) + mej{klE) (11,2%), 
en este caso 25 cepas presentaron fenotipo M y las 8 cepas restantes MLSy
El 9,2% de SGA resistentes a macrolidos presentaron los cuatro genes de 
resistencia estudiados: erm(B)+ erm{JK)+ msr{D)+ me/{k/E). La mayoria de estas 
cepas presentaron fenotipo M, excepto 2 MLSyc y 2 MLSb i.
Un mismo genotipo puede producir fenotipos diferentes, desconocemos los 
motivos de estas diferencias, de modo que la correlaciôn genotipo-fenotipo continua 
estando lejos de nuestro entendimiento (Leclercq, 2002).
En cuanto a la representaciôn de deteminados genes de resistencia en serotipos 
concretos, el gen erm{B) destacô en emmWTW y emm2ST2S, como ha sido 
previamente descrito en Espana (Montes, 2006; Rivera, 2006). Algunas combinaciones 
de genes destacaron en determinados serotipos, asi msr{D)+meJ{k/E) prédominé en 
em m \T\ (60,0%), emm4T4 (53,4%), emm6T6 (89,7%) y emm\2T\2  (50,0%). En el 
caso de emm4T4 también destacô /ws'r(D)+ meJ{klE) +erm(TR) (31,0%). En cwm75T25 
m5'r(D)+ meJ{k/E) +crw(TR)(39,5%) y erm(B) + w5r(D)+ meJ{k/E) +erm(TR) (32,6%) 
fueron las mas destacadas.
Entre las cepas espanolas resistentes a eritromicina la amplia mayoria (73,2%) 
no fueron digeribles con Sma\, presentaron el fenotipo M y fueron sensibles a
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tetraciclina. No se observé esta refractariedad para las cepas resistentes a tetraciclina ni 
para las que presentaron resistencia conjunta a eritromicina+tetraciclina. En los 898 
SGA estudiados solo se observé una cepa refractaria a Sma\ que no fue resistente a 
eritromicina, de modo que esta caracteristica podrla asociarse con resistencia a 
macrélidos.
Esta caracteristica ha sido previamente descrita y se ha relacionado con la 
presencia de profagos que confieren resistencia a macrélidos mediante el fenotipo M. 
Estos profagos codifican una metiltransferasa responsable de la modificacién de la 
diana sobre la que actùa Sma\, impidiendo asi la digestién del ADN (Figueiredo, 2006).
El 97,7% de las cepas refractarias a Sma\ presentaron los genes msr(jy) 
+meJ{AIE). Se ha sugerido que los genes m ef (A/E) y msr(D) pueden estar contenidos 
en un transposon 1207.1, el cual se inserta en un elemento genético mayor como puede 
ser Tnl207.3 o el elemento quimérico de 58,8 kb, ambos flanqueados por el gen comEC 
(Bacciaglia, 2007; Brenciani, 2004; Figueiredo, 2006).
9. Resistencia a tetraciclina
Como se ha comentado previamente el 6,8% de SGA estudiados fueron 
resistentes a tetraciclina. El 100,0% (n=27) de las cepas e m m llJ l^  presentaron 
resistencia a este antibiético. Otros serotipos asociados con una cierta resistencia a 
tetraciclina fueron emmôOTlS (80%) y emmWTW  (50%). Algunos de los serotipos 
mayoritarios en nuestro estudio mostraron c iff as muy discretas de resistencia a 
tetraciclina: em m \T\ (0,8%), emm6T6 (3,0%), emm2ST2S (2,6%), em m \2T\2  (1,5%). 
Sin embargo, en Iran o Japon, emm\, emmô, emm\2, emmA y emmW fueron los 
serotipos mas comunes entre las cepas resistentes a tetraciclina (Jasir, 2000). Es 
significativo el hecho de que en alguno de los serotipos prédominantes en el estudio no 
se baya encontrado resistencia a tetraciclina {emm3, 4, 75, 2).
Como se ha comentado se observé una asociacién entre cww77T28 y la 
resistencia a tetraciclina. em m ll ha sido previamente asociado con resistencia a 
tetraciclina en Israel y en el proyecto Strep-EURO (Luca, 2008; Nir-Paz, 2006). En 
Italia y Noruega, se han detectado clones em m ll {erm(JK)Met{0)) fenotipo MLSb i con 




nuestro estudio solo se observaron dos cepas emmllTl%  resistentes a macrolidos y 
tetraciclina, cuyos genotipos son diferentes a los descritos por Palmieri y cols.
10. Caracterizacion molecular de los mecanismos de resistencia a 
tetraciclina
En cuanto a los genes de resistencia asociados con tetraciclina, el 42,6 % de las 
cepas resistentes mostraron la combinacion teti}A) + tet(0), frente a un 39,3% para 
tet(M). + tet{0) no suele predominar entre las cepas de S. pyogenes resistentes a
tetraciclina, siendo tet{}A) el principal déterminante de resistencia en numerosos 
estudios con valores del 77,2%, 91,9% y 74,2% en paises como Suecia, Israel y 
Dinamarca respectivamente (Hammerum, 2004; Jasir, 2001; Littauer, 2006; Nir-Paz, 
2006; Villedieu, 2003). Asi en un estudio realizado por Ayer y cols., con 244 cepas 
procedentes de mas de 20 paises, tet(M) se detecto en el 88,0% de las cepas resistentes a 
tetraciclina mientras que tet(M) + tet{0) no se observé en ninguna de las cepas del 
estudio (Ayer, 2007). Sin embargo, en algunos estudios italianos se describen valores 
importantes de tet{M) + tet{0) entre las cepas resistentes a tetraciclina, describiendo 
valores del 94,4% en un trabajo realizado por Giummarra y cols. (Borbone, 2008; 
Giumarra, 2008).
Entre los estudios espanoles no se han encontrado descripciones en las que 
domine teti)A) + tet{0). El gen mas prevalente fue tet{M) seguido de tet{0), en alguna 
ocasion se describe alguna cepa con la presencia simultanea de los dos genes (Betriu, 
2002, 2004; Perez-Trallero, 2007; Rivera, 2006).
Todas las cepas resistentes a tetraciclina fueron digeribles con Sma\. Los 
pulsotipos Sma\t)2i e m m ll l l^  y Sma(i4 emm\ ITl 1 podrian asociarse con resistencia a 
tetraciclina, ya que el 100,0% de las cepas fueron resistentes a este antibiético. En 




11. Resistencia conjunta a eritromicina y tetraciclina
Se observé que el 2,1% de las cepas estudiadas fueron resistentes a macrélidos y 
tetraciclina. La representacién de esta co-resistencia en los diferentes serotipos 
observados (tabla 62) fue baja, exceptuando em m W lW  que destacô por presentar el 
45,8% (n=l 1) de sus cepas resistencia a eritromicina y tetraciclina. Este serotipo se ha 
asociado previamente con co-resistencia (Jasir, 2000; Perez-Trallero, 2007), 
describiéndose como un don {erm{B) + /e/(M)) prevalente en cepas espanolas MLSb 
(Perez-Trallero, 2007). En nuestro caso encontramos cuatro cepas con este genotipo, las 
cuales no podemos concluir si pertenecen al don descrito previamente. Las 7 cepas 
restantes presentaron genotipos variados. Recientemente se ha descrito en Francia un 
brote familiar multirresistente debido a este serotipo (Martinaud, 2009).
Todas las cepas corresistentes fueron digeribles con Sma-?¥GE, destacando el 
pulsotipo emml ITl 1 Sma-64 que sélo fue detectado en este tipo de SGA, indicando una 
posible asociacién entre pulsotipo y co-resistencia.
En cuanto al fenotipo observado, todos los SGA estudiados presentaron el 
fenotipo MLSb c excepto uno que fue MLSb i. En Atenas o Noruega también se observa 
un predominio de MLSb en cepas corresistentes (Littauer, 2006; Michos, 2009). 
Ninguna de las cepas espanolas con fenotipo M présenté resistencia a tetraciclina, hecho 
observado previamente en Finlandia (Kataja, 1999). Sin embargo, se han descrito cepas 
con resistencia conjunta y fenotipo M en otro estudios (Giovanetti, 1999; Kataja, 2000).
En un trabajo realizado por Kataja y cols, se estudiaron 298 cepas procedentes 
de varios paises (Espana, Italia, Inglaterra, Grecia, Argentina, Suecia, USA, Bulgaria). 
Se observé que el 20% de las cepas con fenotipo M presentaron ademas resistencia a 
tetraciclina. La mayoria de estos aislados procedieron de Italia, los 4 restantes 
procedieron de Espana y Argentina (Kataja, 2000).
Por otro lado, se ha descrito un 69,5% de cepas con fenotipo M y resistencia a 
tetraciclina en Italia (Kataja, 2002). También, hay descripciones de cepas MLSb i 
asociadas con cotresistencia en Finlandia, mostrando valores de hasta un 93,0% (Kataja, 
1999).
Como se ha descrito previamente los déterminantes de resistencia a tetraciclina 




Nielsen, 2004). Entre las cepas resistentes a ambos antibioticos (n=19), 5 de ellas 
presentaron re?(M) y erm{B) como unicos déterminantes de resistencia, este hecho nos 
hace sospechar que nuestros aislados podrian llevar inserto el transposon conjugativo de 
la familia Tn916 descrito por Brenciani y cols, en el que erm{B) y teti}A) estan unidos 
(Brenciani, 2007; Martel, 2005).
En todos los aislados restantes excepto en uno (n=13) se detectaron erm{B) y tet 
(M) asociados con otros genes de resistencia, asi que es posible que lleven otros 
elementos genéticos diferentes.
La combinacion meJ{A) y tet(0) ha sido previamente descrita (Bacciaglia, 2007; 
Giovanetti, 2003; Roberts, 2005), sin embargo, en nuestro estudio m ef (A/E) (n=8) 
siempre aparecio asociado con otro gen de resistencia a macro lidos y con tet(M) o 
tet(M)+ tet(0), pero no lo encontramos asociado con tet{0) como unico déterminante de 
resistencia a tetraciclina.
Lo mismo ocurre con la combinacion erm(TR) y tet{0) (Giovanetti, 2003), que 
fue detectada en 2 cepas junto con tetifA) y otros genes de resistencia a macrolidos.
Numerosos elementos genéticos se han relacionado con la resistencia a 
eritromicina, muchos de ellos asociados con resistencia a tetraciclina, seria interesante 
realizar estudios posteriores para determinar estos elementos en las cepas espanolas. En
S. pyogenes se han descrito diversos elementos genéticos como Tn917, Tn3872, Tn6002 
(todos llevan como déterminantes de resistencia erm(B) y tet{M)), Tnl 116 (erm(B)), 
ICE10750-RD.2 (erm{TR)), pRW35 {erm(T)), Tnl207.1/Tnl207.3, 010394.4 
(meJ{A) y msr{D)) y Om46.1. (meJ{A) y msr(D) y tet{0)) (Varaldo, 2009).
12. Resistencia a rifampicina
El tratamiento habitual de la infeccion pos SGA no incluye la administracion de 
rifampicina. Se utiliza en casos de fallo terapéutico tras la administracion de penicilina 
oral en la erradicacion de infecciones del tracto respiratorio en ninos, portadores 
faringeos cronicos y como quimioprofilaxis para los contactos de brotes ocasionados 
por infecciones de S. pyogenes (Herrera, 2002). Los mecanismos implicados en la 
resistencia a rifampicina en S. pyogenes casi no han sido investigados, existiendo pocas 
descripciones sobre la susceptibilidad de SGA frente a rifampicina.
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La resistencia en gram positives se debe a mutaciones en la subunidad (3 de la 
ARN polimerasa codificada por el gen rpoB (Aubry-Damon, 2002). Estas mutaciones 
se localizan generalmente de la posiciôn nucieotidica 486 a 717 (numeraciôn de E. coli), 
correspondiente a la region central del gen rpoB.
Tras analizar la susceptibilidad a rifampicina entre las 898 cepas estudiadas, se 
observé una resistencia de 0,3% (3 cepas). Dos de estas cepas {emm22T\2 y emm9T9) 
procedieron de ninos de una misma familia que habian sido tratados con rifampicina 
como profilaxis, sugiriendo que la prescripcién inadecuada de este antibiético podria ser 
la causa de esta resistencia. Estas cepas fueron aisladas en 1997, ano en el que la 
prescripcién de rifampicina en Madrid fue muy alta y se usé como profilaxis para 
meningitis meningocécica en Madrid y otras regiones de Espana (Herrera, 2002). La 
otra cepa resistente (mm58TNT) fue la ùnica aislada de conjuntivitis en nuestro 
estudio.
Se identificaron 2 mutaciones diferentes, una sustitucién de una serina por una 
leucina Ser482-Leu (équivalente a Ser522 de E. coli) présente en una de las cepas y una 
sustitucién de histidina por asparagina His486-Asn (équivalente a His526 de E. coli ) 
que se observé en las dos cepas restantes. Estas dos mutaciones fueron publicadas por 
nuestro laboratorio en 2002 (Herrera, 2002), en el trabajo no se incluyé la cepa 
procedente de conjuntivitis. La mutacién Ser482-Leu (équivalente a Ser522 de E. coli) 
fue descrita en SGA en 2002 por nuestro laboratorio y Aubry-Damon y cols. (Aubry- 
Damon, 2002; Herrera, 2002). Estos ùltimos demostraron que la mutacién conferia 
resistencia rifampicina. Este tipo de mutacién también ha producido altos niveles de 
resistencia en Staphylococcus aureus, E.coli, Neisseria meningitidis y Mycobacterium 
tuberculosis.
La mutacién His526-Asn (equivalencia de E. coli) ha sido identificada en S. 
pneumoniae y S. aureus como responsable de bajos niveles de resistencia a rifampicina 
cuando aparece como ùnica mutacién (Enright, 1998; Wichelhaus, 1999). También ha 
sido identificada en N. meningitidis y M. tuberculosis (Carter, 1994; Telenti, 1993). En 
nuestro laboratorio también se describié este tipo de mutacién en SGA ( Herrera, 2002).
Es importante continuar la vigilancia de la resistencia en SGA, ya que como se 
ha descrito en otros apartados se observa una emergencia de resistencia a macrélidos. 
Aunque la rifampicina no suele ser un antibiético de eleccién para tratar las infecciones 




antibioticos. En nuestro laboratorio hemos identificado subpoblaciones de SGA 
resistentes a rifampicina que requieren un estudio exhaustivo, ya que en 2008 
identificamos 7 cepas resistentes mientras que en 2009 se han llegado a detectar 23 
cepas. En algunas de estas cepas se secuenciô el gen rpoB identificandose mutaciones 
diferentes a las descritas en esta tesis, por tanto, seria importante continuar con este 






Tras el anâlisis de 898 cepas de S. pyogenes procedentes de 75 laboratories 
hospitalarios y atenciôn primaria, que produjeron un amplio espectro de cuadros 
clinicos, desde portadores asintomâticos a infecciones graves como shock tôxico o 
fascitis necrotizante podemos deducir que:
1. Se observa diversidad de genes emm (39) en las cepas de S. pyogenes. Los 10 
genes emm mas frecuentes fueron responsables del 80,4% de los casos de infeccion por 
SGA: emmA, emm\, emmlS, emm3, emm\2, emm6, emm^l, emmlS, emm2 y em m ll.
2. Los antfgenos T (16) observados fueron menos diversos que en el caso del gen 
emm, sin embargo, la asociacién de un tipo T con varios genes emm permitiô la 
diferenciacién entre cepas con el mismo gen emm. T28 fue el antigeno que présenté 
mayor numéro de asociaciones con el gen emm {emm2S, 87, 77 y 60).
3. La amplia diversidad de genes emm y antfgenos T, mostré 48 combinaciones 
emm-T, de las cuales 15 constituyeron el 90% de la poblacién estudiada. emmATA y 
em m \T\ fueron los prédominantes en el estudio, seguidos poreww28T28, em m \2T\2 y 
emm6T6. Esta distribucién es similar a la de otros pafses, coincidiendo en el predominio 
de em m\T\ en infecciones invasivas graves, aunque en nuestro caso emmATA fue 
mayoritario a costa de los casos de escarlatina, aunque también se observé en 
infecciones graves.
4. La vacuna multivalente (26 tipos emm) en fase de experimentacién, no serfa 
adecuada en Espana porque no cubre algunos de los serotipos frecuentes en nuestro 
medio, taies como emmA, emm%l, emml^ 6 emm9. Asi, con la inclusién de emmA en la 
formula vacunal el espectro de actuacién aumentaria de un 63,0% al 78,3%, si se 
tuvieran en cuenta los otros tipos senalados se alcanzarfan valores de hasta el 90,2%.
5. Ninguna formula antigénica (emm-T) se asocié con un cuadro clinico 
determinado, aunque se puede destacar a emmATA como el principal serotipo 
responsable de escarlatina, junto con emm9T9, emmAAT5/21/AA y emmSlT2S. em m \T\
1.;
fue el mas frecuente en enfermedades invasivas; cw?w28T28 y emm2T2 en celuiitis e 
infecciones de piel, mientras que emml5T25 lo fue en faringoamigdalitis.
6. La poblacion de SGA présenté elevada diversidad genética, no obstante, se 
observé cierta clonalidad en los serotipos em m \T\, ^w/w3T(3-NT-3/13), emmWTW, 
em m llT2^  y emml^TW . Mientras que en c/w/w28T28 y e/ww87T28 hubo mayor 
variabilidad. En ^ww4T4 se détecté menor variabilidad, con un predominio de dos 
clones principales.
7. Los genes de toxinas cuya codificacién es cromosémica, speB, spe¥ y speG, 
fueron detectados en la mayoria de las cepas, exceptuando speG, practicamente ausente 
en emmATA y emmllT2%. Los genes speW y spe\ fueron los menos frecuentes, 
observandose de manera conjunta en muchas ocasiones. La representacién de los otros 5 
genes toxigénicos (speA, speC, spe], ssa, smeZ) fue variable entre el 21,4% y 57,1%).
8. Se observé una gran variabilidad de perfiles toxigénicos (119), constituyendo 
los 10 mas frecuentes el 53,6%. Determinados genes y perfiles de toxinas se asociaron 
con serotipos concretos, demostrando que el perfil toxigénico de las cepas depende del 
serotipo y no del cuadro clinico producido. Los perfiles mostrados a continuacién se 
observaron en los serotipos indicados, ABFGJZ: em m \T\; BCFZssa, BCZssa y 
BFGssa: emmATA', BCFGJ y BCGJ: emm2ST2S', ABFGssa: cw/w3T(3-NT-3/13); 
BFGHI: emm \2T\2  y emm\2TNT.
9. Algunos genes de toxinas se pudieron relacionar con cuadros clinicos. Asi, 
speA, spei y smeZ fueron frecuentes en fascitis necrotizante. SmeZ destacé en shock 
téxico y neumonia, mientras que ssa prédominé en escarlatina e infecciones éseas. speC 
fue frecuente en celulitis e infecciones de piel.
10. Determinados genes toxigénicos se detectaron con mayor frecuencia en 
serotipos concretos. Se observaron elevados porcentajes de speA y bajos de speC en 
emm\T\ y m/w3T(3-NT-3/13). La representacién de spei fue elevada en em m \T\, 
cww28T28 y cww44T5/27/44. speW y spe\ destacaron en em m \2T\2  y emml5T25.
smeZ se observé mas frecuentemente en emmATA, em m \T\ y cwm87T28 mientras que 
ssa en emm3, emmATA y emmAAT5/27/AA.
11. El estudio de sensibilidad a antimicrobianos mostré tasas de resistencia a 
eritromicina del 32,8% y del 6,8% a tetraciclina.
La resistencia a eritromicina se debié a la prevalencia de algunos clones 
asociados con la misma: emml5T25 (93,5%), emmATA (84,7%), emw28T28 (50,0%), 
emmWTl 1 (50,0%), emm6T6 (43,3%) y em m \2T\2  (29,4%). En emmATA, emml5T25 
y  emm \2T\2  se observé una refractariedad a Sma\, caracteristica de cepas resistentes a 
macrélidos. El fenotipo M (76,9%) fue el prevalente en las cepas resistentes, de hecho, 
en las cepas refractarias a Sma\ fue el unico fenotipo observado. MLSb c (20,3%) fue el 
segundo mas frecuente, frente a MLSb i (2,7%) que fue minoritario. Los genes de 
resistencia a macrélidos mef{AIE) y msr{D) fueron prédominantes, asi como las 
combinaciones mej{AIE)-\-msr{T>) y mej{AIE)+msr{\y)+erm(JK).
12. emmllT2%  (100%) y em m \\T \ 1 (50%) fueron los serotipos que mostraron 
mayor resistencia a tetraciclina. La combinacién de los genes tet(fA)Met{0) fue 
prédominante en las cepas resistentes a tetraciclina, frente a tet(M) y tet(0) por 
separado.
La resistencia conjunta a tetraciclina y eritromicina fue del 2,1%, asociandose 
con la misma el serotipo emm \ ITl  1 (45,8%). Todas las cepas corresistentes presentaron 
el fenotipo MLSb y los genes tet(M)+erm{B), solos o asociados con otros genes.
13. En el estudio se detectaron 3 cepas con resistencia a rifampicina, en las que 
se detectaron dos mutaciones en el gen rpoB implicadas en la resistencia, Ser482-Leu 
(équivalente a Ser522 E. coli) y His486-Asn (équivalente a His526 E. coli).
En funcién de los resultados de este estudio nos podemos plantear diversas 
lineas de trabajo en el futuro: El estudio de los elementos genéticos implicados en la 
resistencia a eritromicina y tetraciclina, sobre todo en las cepas con fenotipo M con los 
genes meJ{A/E) y msr(D). También seria relevante el estudio de otros factores de 
virulencia implicados en infecciones graves como la proteina inhibidora del
complemento (sic), proteina fîjadora de fibronectina (prytFl), hialuronidasa (hyl), asi 
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